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RESUMEN

Los linfocitos T aff expresan en su superficie un receptor para antigeno
denominado receptor de linfocitos T (TCR) formado por dos cadenas variables,
TCRa y TCRp, y una serie de cadenas invariables pertenecientes al complejo
CD3. Los genes que codifican por las cadenas TCRa y TCRf} estan formados
por segmentos génicos dispersos en el genoma que necesitan reordenarse para
dar lugar a una configuracion génica capaz de generar un ARN mensajero que
pueda traducirse en una proteina funcional. Por lo tanto, estos genes existen
en dos configuraciones distintas: no reordenada y reordenada. Para que se den
estos reordenamientos es necesario que se active la transcripcién no
codificante del gen no reordenado o transcripcion germinal a través de la
accion de potenciadores transcripcionales (enhancers) y promotores asociados

a los segmentos génicos.

El enhancer del gen de la cadena TCRa, Eq, se activa durante el paso de
timocitos dobles negativos (DN), denominados asi por no expresar los
marcadores de superficie CD4 y CD8, a timocitos dobles positivos (DP),
denominados asi por expresar ambos marcadores en superficie. Ea es esencial
para activar la transcripciéon germinal y la recombinaciéon VaJa de este gen.
Experimentos previos de nuestro laboratorio compararon la actividad de Ea
para activar la transcripcion germinal del gen Tcra en timocitos DP y en
linfocitos T aff, y mostraron que su actividad esta fuertemente reducida en
estos ultimos, siendo esta inhibicion irreversible durante la proliferacion y
diferenciacion de los linfocitos maduros. A pesar de que Ea se encuentra
fuertemente inhibido, no se observé ninguna caida en la transcripcion del gen
Tcra reordenado en linfocitos T aff frente a su transcripcion en el contexto del
gen no reordenado en timocitos DP, lo cual sugiri6 que Ea podria no estar
implicado en la transcripcion del gen o que requiere de la colaboracion de otras
secuencias distales para mantener la transcripcion génica en el contexto del

gen reordenado.

Nuestros datos indican que Ea es necesario para la transcripcion del gen
reordenado de la cadena TCRa y la expresion del TCRaf3 en membrana de los

linfocitos T af, tanto en ratones como en humanos. Para la transcripcion
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eficiente del gen Tcra reordenado y la expresion del TCRap en linfocitos T, este
enhancer necesita colaborar con otras secuencias no presentes dentro del
transgén Tcra DO11.10, el cual consiste en el mayor transgén Tcra que existe y
contiene una region de 33,5 kilobases que va desde Traj13 hasta el tercer exéon
del gen vecino Dadi. La posicion génica de Ea se encuentra en el limite entre
dos sub-dominios asociados topolégicamente (sub-TAD): 5" sub-TAD de 525
kilobases, constituido por secuencias del gen Tcra, y 3 sub-TAD de 400
kilobases, constituido por los genes que van desde Dad1 a Cdh24. Con el fin de
identificar las secuencias que colaboran con Ea en el contexto del gen Tcra
reordenado en linfocitos T af3, hemos realizado estudios comparativos de las
interacciones genomicas que ocurren entre determinadas secuencias del gen
Tcra con el 5" sub-TAD y el 3”sub-TAD, tanto en el contexto del gen Tcra no
reordenado en timocitos DP como en el contexto del gen Tcra reordenado en
linfocitos T aff mediante 4C-seq. Las secuencias utilizadas como anzuelo
fueron seleccionadas en funcion de su localizacion gendémica y de la
accesibilidad de su cromatina en el paso de timocitos DP a linfocitos T aff segin
analisis de ATAC-seq. Como era esperable, se observo que Ea establece fuerte
interacciones con el 5”sub-TAD en el contexto del gen Tcra no reordenado en
timocitos DP, las cuales se pierden tras la recombinacion del gen en linfocitos
T af. Ademas, se observo que Ea establece interacciones con regiones del
3"sub-TAD en ambos contextos génicos y tipos celulares. Estos analisis
también identificaron que la secuencia denominada Ca peak, situada dentro
de una region intronica del dominio constante del gen Tcra, actia junto con
Ea en las interacciones observadas con el 5 sub-TAD en timocitos DP en el
contexto del gen Tcra no reordenado, y también con el 3" sub-TAD tanto en el
contexto del gen Tcra no reordenado en timocitos DP como en el contexto del
gen Tcra reordenado en linfocitos T af3. El anélisis cuantitativo de los datos
por 4C-ker indico que las interacciones genémicas de Ea y Ca peak, tanto de
forma conjunta como por separado, son mas fuertes en el contexto del gen Tcra
reordenado en linfocitos T aff que en el contexto del gen Tcra no reordenado
en timocitos DP. Estos datos indican que tanto Ea como Ca peak participan en
la formacion de un nudo de cromatina en el 5" sub-TAD en el contexto del gen
Tcra no reordenado en timocitos DP, como en el fortalecimiento de un nudo

de cromatina en el 3°sub-TAD en el contexto del gen Tcra reordenado en
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linfocitos T aff respecto al existente en el contexto del gen Tcra no reordenado
en timocitos DP. Puesto que los reordenamientos VaJa en linfocitos T aff no
inducen nuevas interacciones de largo alcance entre Ea y Ca peak y otras
regiones genOmicas que permanecen en cis tras la recombinacién, las
interacciones fuertes que se observan entre Ea y Ca peak con el 3" sub-TAD
podrian prevenir la reduccion de la transcripciéon del gen Tcra reordenado que
seria esperable tras la inhibicion de la funcién de Ea que se observa en

linfocitos T afs.
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ABREVIATURAS

3C, captura de conformacion cromosdémica

3D-FISH, 3-Dimensional-Fluorescence In Situ Hybridization, hibridacion in
situ con sondas fluorescentes

4C, captura de conformaciéon cromosomica circular

Btg, transgén de la cadena 3 del TCR

ACK, Ammonium-Chloride-Potassium, Amonio-Cloruro-Potasio
Actb, gen de B-actina de raton (humano, ACTB)

ADN, acido desoxirribonucleico

ADNCc, ADN complementario

ADP, adenosina-difosfato

APC, células presentadoras de antigeno

ATAC, mediciones de accesibilidad a la cromatina mediadas por transposasa
Tns

BCR, B Cell Receptor, receptor de linfocitos B
BSA, Bovine Serum Albumin, albimina de suero bovino
CBE, CTCF Binding Element, secuencia de unién de CTCF

CDR, Complementary Determinant Region, regiéon determinante de la
complementariedad

ChIP, inmunoprecipitacién de cromatina

CRISPR, Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats,
repeticiones palindréomicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas.

Ct, ciclo umbral de deteccion (referido a las qPCR)
CTCF, CCCTC binding factor, factor de uniéon a la secuencia CCCTC

D, Diversity, diversidad (referido a los segmentos génicos de los genes TCR y
BCR)

DEPC, dietilpirocarbonato

DL, DELTA-LIKE

DN, dobles negativos (referido a los timocitos CD4-CD8-)
DNA-PK, proteina quinasa dependiente de ADN

DP, dobles positivos (referido a los timocitos CD4+*CD8+)
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eDP, early DP, dobles positivos tempranos (referido a los timocitos
CD4+CD8+)

EDTA sbdico, etiléndiaminotetraacetato de sodio

eRNA, transcritos de enhancer

ETP, Early T-cell Precursors, Precursores tempranos de linfocitos T
Ea, enhancer del gen de la cadena TCRa

EaKI, Ea Knock-In, referido a ratones o células con Ea integrado en el locus
Terb

EaKO, Ea Knock-Out, referido a ratones o células con Ea delecionado del
genoma (Ea/-)

ES, enhancer del gen Terd

FAIRE, deteccion de elementos reguladores mediado por formaldehido
FITC, isotiocianato de fluoresceina

GFP, Green Fluorescent Protein, proteina verde fluorescente

gARN, guia de ARN para experimentos de edicion por CRISPR/Cas9
H3K27ac, acetilacion de la lisina 277 de la histona H3

H3K27me, metilacion de la lisina 27 de la histona H3

H3K4ac, acetilacion de la lisina 4 de la histona H3

H3K4me (1, 2 0 3), mono-, di- y tri-metilacion de la lisina 4 de la histona H3
H3K6me, metilacion de la lisina 6 de la histona H3

H3Kome, metilacion de la lisina 9 de la histona H3

HAT, reclutamiento de enzimas acetiltransferasas de histonas

HBB, gen de la subunidad 3 de la hemoglobina

HBSS, Hank 's Balanced Salt Solution, solucion salina equilibrada de Hank
HMG, High Mobility Group, grupo de alta movilidad (familia de proteinas)
HS, Hypersensitivity Site, sitio de hipersensibilidad (a la enzima DNasal)

iFBS, inactivated Fetal Bovine Serum (FCS, Fetal Calf Serum), suero fetal
bovino inactivado

IL-7, interleuquina 77
IL-7R, receptor de IL-7

ISP, Immature Single Positives, simples positivos inmaduros (referido a
timocitos)
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ITAM, Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif, motivos de
activacion de inmunorreceptores basados en tirosina

J, Joining, unién (referido a los segmentos génicos de los genes TCR y BCR)
Kb, kilobase

LB, Lysogeny Broth, medio para el crecimiento bacteriano

LCR, Locus Control Region, regioén de control del locus

IDP, late DP, dobles positivos tardios (referido a los timocitos CD4+CD8+)
Mb, megabase

MHC, Major Histocompatibility Complex, complejo principal de
histocompatibilidad

NHEJ, Non Homologous End Joining, reparacion de extremos no homologos
NK, Natural Killer, células asesinas naturales

PAM, Protospacer Adjacent Motif, secuencia de reconocimiento de CAS9

Pb, pares de bases

PBS, phosphate buffered solution, solucion buffer fosfato

PCR, reaccion en cadena por polimerasa

PE, Phycoerythrin, ficoeritrina

PHD, Plant HomeoDomain

PMA, Phorbol 12 Miristate 13 Acetate

qPCR, PCR cuantitativa

R, cepa de raton Rag2 -

RAG, Recombination Activating Gene, gen de activacion de la recombinacion
Rpm, revoluciones por minuto

RPMI, Roswell Park Memorial Institute medium

RSS, Recombination Signal Sequence, secuencia senal de recombinacion
V(D)J

RT, retrotranscripcion

Rx5C.7C, cepa de raton Rag2 /-x 5C.7C
RxDO11.10, cepa de ratén Rag2 /- x DO11.10
RxOT-1, cepa de raton Rag2 /- x OT-1

Rxf3, cepa de ratén Rag2 /- x ftg
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SCID, Severe Combined ImmunoDeficiency, inmunodeficiencia combinada
severa

SDS, Sodium Dodecyl Sulfate

SOC, Super Optimal Broth with Catabolic repressor

SP, simples positivos (referido a los timocitos)

Sv40, simian virus 40, virus del simio 40

TA, temperatura ambiente

TAD, topologically associated domains, dominios asociados topologicamente

T-ALL, T-cell Acute Lymphoblastic Leukemia, leucemia linfoblastica aguda de
células T

Te, linfocito T citotoxico

TCR, T Cell Receptor, receptor de linfocitos T
TCRa, cadena o del TCR

TCRp, cadena 3 del TCR

TCRS, cadena & del TCR

TCRy, cadena y del TCR

TdT, Terminal deoxynucleotidyl-Transferase, transferasa de
desoxinucléotidos terminales

TEA, T Early a, T o temprano (ex6n localizado 3” de los segmentos Ja)
Th, linfocito T helper o ayudador
V, variable (referido a los segmentos génicos de los genes TCR y BCR)

WT, Wild-Type, tipo salvaje (referido a una cepa de raton)
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INTRODUCCION

1. Linfocitos

El sistema inmunitario es la principal barrera que poseen los animales
superiores para protegerse de las infecciones. Se pueden diferenciar dentro del
sistema inmunitario dos respuestas principales. Por un lado, ocurre una
respuesta innata que se activa ante cualquier agente extrafo, actuando
siempre igual frente a una misma infecciéon y en la que participan barreras
fisicas como la piel y las membranas mucosas, barreras quimicas como la
lisozima o el acido clorhidrico del jugo gastrico, y una importante variedad de
células como los macrofagos, los neutrofilos o las células asesinas naturales
(Natural Killer, NK), ademas de mediadores humorales, tales como el
complemento y diversas linfoquinas (1). Por otro lado, ocurre una respuesta
adaptativa o especifica que puede ser a su vez humoral y celular. La respuesta
humoral especifica esta mediada por los anticuerpos producidos por las células
plasmaticas (linfocitos B activados y diferenciados), mientras que la respuesta
celular esta mediada por los linfocitos T, originados en el timo y en los que se
centra el trabajo de la presente tesis. Los linfocitos tienen diversas funciones,
las cuales incluyen la secrecion de linfoquinas para ayudar tanto a la respuesta
innata como adaptativa, la eliminacién de células infectadas o tumorales, y la

inactivacién y destruccion de agentes patogenos y sus derivados toxicos (1,2).

Los linfocitos presentan en la superficie de su membrana unos
receptores que les permiten identificar especificamente a los antigenos; el
linfocito T posee el denominado receptor de linfocitos T (T Cell Receptor, TCR)
y el linfocito B posee el denominado receptor de linfocitos B (B Cell Receptor,
BCR), siendo ambos receptores clonotipicos, es decir, tinicos en cada célula
virgen que no ha reconocido previamente a ningin antigeno o molécula
extrana (2,3). La presencia de estos receptores distintos en millones de
linfocitos permite la proteccion frente a un ntimero ilimitado de antigenos. De
hecho, las posibles variantes solo para la cadena 3 del TCR (TCRp) es de 102,
siendo mucho mayores que el nimero de linfocitos del cuerpo humano que es

del orden de 10 (3).
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El TCR estéa codificado por tres loci, tanto en ratones como en humanos,
los cuales codifican para cuatro cadenas (TCRa, TCRB, TCRy y TCR3) que se
unen de manera heterodimérica (afy o y5) para dar lugar a los dos posibles
TCR: TCRap o TCRyS. Estos tres loci son: el locus Terb en ratéon (o TCRB en
humanos) que da lugar a la cadena TCRp, el locus Tcrg en raton (o TCRG en
humanos) que da lugar a la cadena TCRy y el locus Tcra/Terd en ratéon (o
TCRA/TCRD en humanos) que da lugar a las cadenas TCRa y TCR&. De esta
forma los linfocitos T se dividen en dos grupos atendiendo a las cadenas que

forman su TCR: linfocitos T af o linfocitos T y§ (4).

1.1 Desarrollo de los linfocitos T

Los linfocitos T se originan a partir de progenitores de médula 6sea o
higado fetal que migran al timo para su maduracion, seleccion y posterior
exportacion a la periferia (5). Estos progenitores son células multipotentes que
en un principio tienen potencial mieloide y linfoide, dando lugar ademas de a
linfocitos T, a distintos linajes celulares como células NK, células dendriticas,
monocitos y granulocitos (6). La migracion de estos progenitores al timo esta
mediada por la expresion de los receptores de quimioquinas CCR9 y CCR7 en
estas células y por un ligando de la P-selectina que se expresa en el epitelio del
timo. Una vez en el timo, el epitelio timico favorece la diferenciacion, la
proliferaciéon y la supervivencia de estos progenitores (7,8). El factor mas
importante en este proceso de diferenciacion al linaje T es la expresion de los
ligandos DELTA-LIKE (DL), DL1 y DL4, en el microambiente timico que se

unen a los receptores NOTCH expresados en los progenitores (6,7).

Durante su desarrollo en el timo (Figura 1), los timocitos pasan por una
serie de estadios de desarrollo que se pueden distinguir por la expresion en
superficie de los marcadores CD4 y CD8. De mas temprano a mas tardio se
distinguen los siguientes estadios: timocitos CD4- CD8- doble negativos (DN),
timocitos inmaduros simples positivos (Immature Single Positive, ISP) que
son CD4- CD8+ en ratones o CD4*+ CD8- en humanos, timocitos CD4+ CD8+
doble positivos (DP) y timocitos CD4+ o CD8* simples positivos (SP) (4).
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Figura 1. Estadios de diferenciacion de los timocitos. Representacion de los diferentes
estadios de diferenciaciéon en la maduracién de los timocitos y los reordenamientos de los genes del TCR.
El timo se representa como un rectangulo amarillo. Se indican las poblaciones de timocitos y linfocitos
T. La seleccion f, la seleccion y8 y la seleccion positiva se representan con lineas rojas. La duracion de
las sefializaciones de NOTCH1 y del receptor de la interleucina 7 (IL-7R) se indica con una barra azul. Se
muestran las dos olas de expresion de las proteinas de activaciéon de la recombinacién génica (RAG),

RAG1y RAG2, con un rectdngulo morado. Imagen obtenida de Rodriguez-Caparros. et al. (4).

Estos estadios se pueden subdividir en base a otros marcadores de
membrana (Figura 1) (4). De esta forma, el estadio DN se subdivide en otros
cuatro atendiendo a la presencia o no de los marcadores CD25 y CD44 en la
membrana celular: DN1 (CD25- CD44*) que corresponden a los progenitores
recién llegados al timo (Early T-cell Progenitors, ETP), DN2 (CD25* CD44%),
DN3 (CD25* CD44°) y DN4 (CD25  CD44). La poblaciéon de timocitos DN2 se
subdivide en DN2a y DN2b en funcion de la expresion de CD117 (KIT),
pasando de alta a baja expresién de este marcador. Es en la transicion de
timocitos DN2a a DN2b cuando ocurre el compromiso definitivo al linaje de
los linfocitos T mediado por la senalizacion de NOTCH1. La poblaciéon de
timocitos DN3 se subdivide en dos subpoblaciones atendiendo a la alta o baja
expresion de CD27: CD27b32 para la poblacion DN3a y CD272t2 para la

poblacion DN3b. Por otra parte, los timocitos DP también se dividen en dos
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subpoblaciones en base a la expresion de CD71: timocitos DP tempranos (early
DP, eDP) son CD71+ y timocitos DP tardios (late DP, IDP) son CD71- (9—11).

El transito a través de los diferentes estadios descritos ocurre durante el
desarrollo de los linfocitos T aff, mientras que para la generacion de los
linfocitos T vy, los timocitos pasan solo por los estadios DN y no progresan al

estadio DP (Figura 1) (4,12).

1.2. El receptor del linfocito T (TCR)

1.2.1. Estructura y funcion del TCR

El TCR estad compuesto por un heterodimero polimorfico y glicosilado
en el que las dos cadenas, TCRa y TCRp o TCRy y TCRS, se unen entre si por
un puente de cisteina cercano a la superficie celular (4). Este heterodimero esta
asociado a un complejo proteico denominado CD3 que se encuentra anclado a
la membrana y que consiste en dos heterodimeros CD3ye y CD308¢, junto con
un homodimero de cadenas CD3¢¢ (Figura 2). La funcion del complejo CD3 es
esencial, puesto que se encarga de transmitir la senal derivada de la interaccion
del TCR con un antigeno al interior celular, ya que el TCR es incapaz de hacerlo
por si solo al tener una porcién intracelular muy corta de tan solo de 2 a 7

aminoacidos (4,13).

El complejo proteico CD3 presenta un total de diez motivos de
activacion de inmunorreceptores basados en tirosina (Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motif, ITAM), uno en cada cadena CD3e, CD3y y
CD30, y tres en cada cadena CD3¢, que al ser fosforilados por las quinasas LCK
y FYN de la familia de las Src trasmiten la sefial desencadenada por el TCR,
cuando éste reconoce un antigeno, al interior de la célula a través de la quinasa
ZAP70, lo que da lugar a la activacion de RAS y la proteina-quinasa C, y a la
movilizaciéon de Ca2+, todo lo cual finalmente conduce a la activacion final de

determinados factores de transcripcion inducibles (14).
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Figura 2. Representacion de la estructura del complejo del TCR y de la interaccién TCR-
célula presentadora de antigeno (ACP). (A) En color verde se identifica el heterodimero formado
por las cadenas TCRa y TCRB o TCRy y TCRS. Las franjas naranjas dentro de cada cadena del TCR
indican las regiones més hipervariables (regiones determinantes de la complementariedad, CDR). Junto
al heterodimero TCR, en color azul se muestran las cadenas que forman el complejo CD3: dos
heterodimeros, CD3¢e8 y CD3ye, y un homodimero, CD3(, en la cara interna de la membrana celular. (B)
Representacion del TCRaf3/CD8 o el TCRaf3/CD4 presente en los linfocitos T afl y el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) cargado con un péptido (6valo rojo) presente en una APC. El correceptor
CDg4 se representa en amarillo y el correceptor CD8 se representa en marrén. El MHC de clase I (MHC-
I) est4 formado por una cadena a y una cadena microglobulina 2, mientras que el MHC de clase 11
(MHC-II) est4 formado por una cadena a y una cadena f3. Los linfocitos T CD4* interactian con el
dominio 2 de la cadena 3 del MHC-II, mientras que los linfocitos T CD8+ interacttian con el dominio a3
de la cadena a del MHC-I. También se representa la interaccién de los linfocitos T y6 con la molécula
CD1, formada por una cadena a y una cadena f32m cargada con un antigeno lipidico (6valo verde), que

también se expresa en una APC. Ilustracion obtenida de Rodriguez-Caparros, et al. 2020 (4).

Las funciones del TCRaf y del TCRyS son diferentes, asi como la forma
en la que reconocen a los antigenos (Figura 2B). El TCRaf necesita que el
complejo principal de histocompatibilidad (Major Histocompatibility

Complex, MHC) le presente un antigeno procesado en forma de péptidos,
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mientras que el TCRyS es capaz de reconocer otras estructuras no asociadas al
MHC, tales como antigenos lipidicos presentados por la molécula CD1, aunque
también se han identificado casos en los que pueden reconocer determinados
péptidos asociados a moléculas de MHC (4,15—17). Entre los linfocitos T af3 se
distinguen dos tipos, los pertenecientes al linaje CD8+ (Tc, T citotéxicos) y los
pertenecientes al linaje CD4* (Th, T helper o ayudadores). Los linfocitos Tc se
encargan de la eliminacion de células infectadas o tumorales, mientras que los
linfocitos Th funcionan como coordinadores de la respuesta inmunitaria
controlando la actividad de otras células inmunitarias, principalmente
linfocitos y macrofagos. Los linfocitos Tc reconocen péptidos presentados por
moléculas de MHC de clase I (MHC-I) presentes en practicamente todas las
células nucleadas, mientras que los linfocitos Th reconocen péptidos
presentados a través de moléculas de MHC de clase IT (MHC-II) presentes en

las llamadas células presentadoras de antigeno (APC) (4,18).

En cada una de las cadenas que forman parte del heterodimero del TCR
se pueden distinguir una region constante en el extremo carboxilo-terminal y
una regién variable en el extremo amino-terminal. La region variable, que se
sitiia en el exterior celular, es la parte del receptor que reconoce a los antigenos
(4) (Figura 2A). En la estructura de la region variable se pueden distinguir tres
zonas  hipervariables = denominadas regiones determinantes de
complementariedad (Complementary Determinant Regions, CDR) (19,20).
La disposicion en el espacio de estas regiones hipervariables conforma el sitio

de reconocimiento del antigeno (21).

A nivel génico, las regiones hipervariables estan formadas por la
combinacion de segmentos génicos que se denominan V (Variable), D
(Diversidad) y J (Joining o union) (4). Las regiones variables de las cadenas
TCRa y TCRy estan codificadas por la uniéon de segmentos génicos V y J,
mientras que las de las cadenas TCR y TCRS estan codificadas por la uniéon
de segmentos génicos V, D y J, tanto en ratones como en humanos (Figura 3).
La recombinacién de estos segmentos génicos durante la diferenciacion de los
timocitos es la que genera, mediante un proceso llamado “recombinacion

V(D)J”, una configuracién génica capaz de dar lugar a un TCRaf3 o TCRyS
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funcional que es distinto en cada linfocito T (4,11,22). Este proceso se detalla

mas adelante el apartado 2 de la Introduccion.

1.2.2. Estructura de los loci Terb y Tera/Terd

Los segmentos génicos V(D)J estan localizados en los loci que codifican
para las distintas cadenas que componen el TCR, teniendo una distribucion
compleja y conservada en raton y humano. Esta organizacién de segmentos
génicos estd también presente en los genes de las inmunoglobulinas y es
responsable de la generacion de la diversidad de los BCR y anticuerpos (4,21).

Figura 3. Esquema de la estructura genémica de los loci Tera/Terd y del Terb. Los

rectangulos verdes, amarillos y rosas representan a los segmentos génicos V, D y J respectivamente, y los
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triAngulos blancos o negros, las regiones senal de recombinacioén (RSS), diferenciando las secuencias
espaciadoras de 12 o 23 pares de bases en color blanco o negro, respectivamente. Con rectangulos
horizontales verdes se representan a las regiones constantes. Los promotores se representan con rombos
azules y los potenciadores transcripcionales (enhancers) se muestran con circulos rojos. Ilustracion
obtenida de Rodriguez-Caparros et al. 2020 (4).

Ellocus que codifica para la cadena TCRf} se encuentra en el cromosoma
6 de raton y el cromosoma 7 en humanos, y tiene una longitud aproximada de
1 megabase (Mb) (4) (Figura 3). El locus Tcrb de raton esta compuesto por 35
segmentos V[P, de los cuales 25 son funcionales, situados en la region
5”seguidos por dos subgrupos de segmentos D3 y J§ formados por 1 segmento
D y 6 segmentos Jf} funcionales. Cada subgrupo DBJf esta asociado a una

region constante, CB1 o Cp2, en la zona 3”del locus (4,21).

La estructura del locus que codifica para las cadenas TCRa y TCRS es

mas compleja debido a que alberga dos genes en el mismo locus genético: el
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gen de la cadena TCRa y el gen de la cadena TCRS (Figura 3) (4). Este locus se
encuentra en el cromosoma 14 de ratéon y humano teniendo una longitud de 1,7
Mb en ratén y 1,1 Mb en humano; el mayor tamano del locus de ratén se debe
a que ha ocurrido un mayor nimero de duplicaciones de los segmentos V
situados en la regiéon 5°, los cuales ocupan la mayor parte del locus. Entre estos
segmentos V hay algunos que sélo se uniran con segmentos génicos DS, otros
que se uniran inicamente con segmentos Ja y otros que pueden reordenar con
ambos. Seguidamente en la region 3°del locus, ocupando las tltimas 100
kilobases (Kb) aproximadamente, se encuentra el resto del gen de la cadena
TCRS con sus segmentos DS, J& y la regidon constante C8, asi como una region
con 61 segmentos génicos Ja y la regién constante Ca (23—25). El hecho que el
gen de la cadena TCRS se sitie entre los segmentos Va y Ja implica que
cualquier reordenamiento del gen de la cadena TCRa conlleva la eliminacion
del gen de la cadena TCRS (Figuras 3y 4), tanto en humanos como en ratones
(4). Debido a esta organizacion, la regulacion temporal de los reordenamientos
en este locus es fundamental para permitir la generacion de linfocitos T y5, de
forma que los reordenamientos V6D3Jd han de completarse antes de que
ocurran los primeros reordenamientos VaJo durante el desarrollo de los
timocitos, debido a que los reordenamientos del gen TCRa provocan la

delecion del gen TCRS y su subsiguiente silenciamiento génico (23,26).

2. La recombinacién V(D)J

La recombinacion V(D)J es el mecanismo por el cual se ensamblan los
diferentes segmentos génicos VJ o VDJ de los genes codificantes de las cadenas
que forman el BCR y el TCR (2). Una vez finaliza el proceso de recombinacion,
la estructura del gen queda modificada, permitiendo la expresion de una
cadena funcional. Se trata de un proceso que permite que con una cantidad
relativamente pequenia de ADN se consiga un gran numero de receptores
distintos, lo cual permite el reconocimiento especifico de multiples antigenos.
Por lo tanto, la recombinacion V(D)J es el mecanismo en el que se basa la
diversidad del reconocimiento antigénico que caracteriza al sistema

inmunitario adaptativo.
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Unos elementos esenciales para el inicio de la recombinacién V(D)J son
las secuencias que estan presentes al inicio y/o final de cada segmento génico
V, D y J, denominadas secuencias senal de recombinacion (Recombination
Signal Sequences, RSS) (27) (Figuras 3-5). Las RSS son necesarias para que se
unan unas proteinas especificas de linfocitos inmaduros denominadas RAG1y
RAG2 (Recombination Activation Gene, RAG) que son responsables del
proceso. Cada RSS esta formada por un heptamero y un nonamero separados
por una secuencia de 12 o 23 pares de bases (pb) (Figura 5). Para que se pueda
dar la recombinacién entre dos segmentos génicos es necesario que ocurra
entre un segmento que tenga una RSS con un espaciador de 12 pb y un
segmento que tenga una RSS con un espaciador de 23 pb, condiciéon que da
nombre a la denominada “regla 12/23” (28,29). Sin embargo, esta restriccion
no es suficiente para explicar la especificidad de los reordenamientos de los
segmentos Vf3 con los segmentos D y no con los segmentos Jf3. Esta excepcion
de la regla 12/23 viene dada por la presencia de determinadas secuencias
dentro de las regiones espaciadoras de las RSS que son capaces de restringir
las recombinaciones V[-J (30,31). Ademas de la regla 12/23, existen otros
niveles de regulacion para la recombinacion V(D)J. Uno de ellos deriva de la
transcripcion no codificante de los genes no reordenados (transcripcion
germinal), ya que la trimetilacion de la lisina K4 de la histona H3 (H3K4me3)
derivada de la transcripcion activa favorece la union de RAG2 y la actividad
catalitica de RAG1 (32). Otro nivel de regulacion depende de la localizacion

intracelular de los loci respecto a la de RAG2 y la ARN polimerasa 2 (33).

Una vez que RAG1 y RAG2 se han unido a las RSS, estas proteinas se
unen entre si formando una endonucleasa que corta la doble cadena de ADN
entre la RSS y la region codificante de dos segmentos génicos compatibles,
dando como resultado la formaciéon de cuatro extremos, dos pertenecientes a
los segmentos V, D, o J y otros dos pertenecientes a las RSS (4) (Figura 5). A
continuacién, se unen los dos segmentos codificantes y las dos RSS entre si.
Aunque RAG1y RAG2 son suficientes para la escision in vitro del sustrato, las
proteinas del grupo de alta movilidad (High Mobility Group B, HMGB),
HMGB1 o HMGB2 se unen de forma inespecifica al ADN e induciendo su

flexion, lo cual facilita el ensamblaje de RAG1 y RAG2 a las RSS (34,35).
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Los cortes en la doble cadena del ADN inducidos por RAG1 y RAG2 son
reparados por la maquinaria responsable de la reparacion del ADN de
segmentos no homologos (Non Homologous End Joining, NHEJ) (39). Para
las uniones codificantes entre dos segmentos génicos, en primer lugar, se
origina una ligacién entre las dos hebras del ADN en cada extremo,
formandose una horquilla. Esta horquilla se abre de forma asimétrica por
accion de la enzima ARTEMISA, rellenandose los extremos protuberantes que
se originen con nucle6tidos complementarios o “nucle6tidos P” para dar lugar
a extremos romos. En este punto actiia la enzima deoxinucleotidiltransferasa
terminal (Terminal deoxynucleotidyl-Transferase, TdT) que anade
nucle6tidos al azar o “nucleétidos N” antes de que se produzca la unién
definitiva de los dos segmentos génicos, lo cual aumenta ain mas la
variabilidad en las uniones resultantes en este proceso. A continuaciéon ocurre
la ligacién de los extremos, tanto codificantes entre los segmentos génicos
como no codificantes entre las RSS, mediante la unién de un heterodimero
Ku70/Ku80 a los extremos del ADN, lo cual recluta a la subunidad catalitica
de la proteina quinasa dependiente de ADN (DNA-PK) para formar una
holoenzima que fosforila multiples sustratos y promueve el empalme entre los
extremos de ADN (38,39). Para que se produzca la union final de los extremos
cortados actaa la proteina XRCC4 que se une y activa a la ligasa IV. Como
resultado se forma una union codificante VJ, VD o DJ, que en caso de ser
productiva permitira la formacién de una cadena del TCR o BCR, y otra unién
no codificante entre las dos RSS que dara lugar a un anillo extracromos6mico

que desaparecera por dilucion durante la expansion clonal (2,40).
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Figura 4. Esquema del proceso de recombinaciéon V(D)J. En rojo se representan los segmentos

génicos V y en amarillo los segmentos génicos J. Las proteinas RAG se muestran en verde. Las RSS
aparecen como un espacio blanco de distinta longitud atendiendo a si son de 12 o0 23 pb flanqueado por
un rectangulo naranja y otro morado, que representan el heptimero y el nondmero. Ilustracion obtenida

de “The Immune System, 2Ed. (Garland Science 2005).

2.1. Regulacion de la recombinaciéon V(D)J

El conocimiento actual sobre los mecanismos moleculares y celulares
que regulan el proceso de recombinaciéon V(D)J procede principalmente de los
estudios realizados en modelos de ratén, habiéndose comprobado que este

proceso esta conservado en humanos.

Durante este proceso existen 4 puntos de control (2): 1°) control del
linaje celular, segin el cual la recombinacién de ciertos genes ocurre
exclusivamente en determinados precursores de linfocitos, por ejemplo, el gen
Igh solo reordena en los precursores de linfocitos B mientras que el gen Tcra
solo reordena en precursores de linfocitos T; 2°) control temporal, segin el
cual se establece el orden en que los diferentes genes reordenan, por ejemplo,
los genes Tcrb, Tcerg y Terd reordenan en los estadios DN2 y DN3a, antes que
lo haga el gen Tcra en los estadios DN4 y DP; 3°) control en el orden en el que
se reordenan los diferentes segmentos génicos, segun el cual determinados
genes que contienen segmentos V, D y J, como es el caso de los genes Tcrb e
Igh, reordenan primero los segmentos D con los segmentos J y posteriormente

se une el segmento V al segmento D previamente reordenados; y 4°) control
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de la exclusion alélica, segun el cual solo uno de los dos alelos se reordena en
un momento dado, como ocurre en el caso de los genes Tcrb, Igh, Igk e Igl;
aunque no hay exclusion alélica en la recombinacion V(D)J de los demas genes,
existe una restriccion de expresion alélica determinada por la afinidad para el

emparejamiento de las cadenas expresadas (4,41).

Estos niveles de regulacion fueron postulados en 1.985 por Yancopoulos
y Alt mediante el denominado “modelo de accesibilidad” (27,42), segtin el cual
la estructura de la cromatina, la cual es especifica para cada gen de los
receptores de antigeno y que varia a lo largo del desarrollo de los precursores
de los linfocitos, determina la union de RAG1 y RAG2 a las RSS y, por tanto, el
comienzo del proceso de recombinacién V(D)J. La validez de este modelo ha
sido demostrada experimentalmente y esta ya totalmente aceptada (41). La
apertura de la cromatina que permite la union de RAG1 y RAG2 depende de
una serie de marcas epigenéticas como son la hipometilacion del ADN y
determinadas modificaciones covalentes en las histonas, que en ultima
instancia dependen de la activacion de elementos cis reguladores de la
transcripcion, concretamente promotores y potenciadores transcripcionales

(enhancers), ademas de la posicion de los loci a nivel subnuclear (4,27).

2.2, Transcripcidn germinal y recombinacion V(D)J

Dentro de los genes que codifican para el TCR y el BCR, hay dos tipos
de elementos reguladores de la transcripcién que son determinantes para la
estructura de la cromatina y, por tanto, para el proceso de recombinacion
V(D)J durante el desarrollo de las células: 1) los promotores asociados a los
segmentos génicos V, D y J, y 2) los enhancers, que se sitian en las zonas

proximas a las regiones constantes (4,43).

En este punto, cabe aclarar que en estos genes se pueden distinguir dos
tipos de transcripcién (4). 1) Una transcripcion inicial no codificante,
denominada también transcripcion germinal, que es previa a la recombinacion
V(D)J y se debe a la activacién de los promotores de los segmentos génicos V,
D y J por los enhancers; esta transcripcion es responsable de la apertura de la

cromatina y permite el reconocimiento de las RSS por RAG1 y RAG2. 2)
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Después del reordenamiento V(D)J se produce otra transcripcion que se inicia
en el promotor del segmento V reordenado; esta transcripcion da lugar a un
ARN mensajero que sera codificante o no dependiendo de si el reordenamiento
ha sido productivo o no, es decir, si se mantiene el correcto marco de lectura

impuesto por la secuencia del segmento V reordenado.

En los experimentos pioneros de Yancopoulos y Alt (42) se observé que
la activaciéon de la recombinacion en los segmentos Vu del locus Igh coincidia
con la deteccién de transcritos germinales iniciados en los segmentos V.
Posteriormente la asociacion entre la transcripcion germinal y el inicio de la
recombinacién V(D)J se ha demostrado en todos los genes que codifican a los
receptores de antigeno (44—46). Esta demostrado que los promotores y
enhancers activan la transcripcion germinal y el reclutamiento de RAG1 y
RAG2 a las RSS, siendo especialmente importante este proceso en el
reordenamiento de los segmentos génicos presentes en loci largos donde la

accion de los promotores necesita extenderse a largas distancias (47).

Aunque la relacion entre la transcripciéon no codificante germinal y la
recombinacién V(D)J es general, se ha encontrado algiin caso muy concreto en
el que la recombinacion V(D)J y la transcripcion germinal no estan totalmente
asociados, de forma que la transcripcion germinal no es suficiente para activar
la recombinacion V(D)J. Por ejemplo, los segmentos génicos Vu distales tienen
altos niveles de transcripcion en las células pro-B de ratones Pax5”/- y, sin
embargo no recombinan (48). En este caso concreto, aunque hay trascripcion
germinal y la cromatina tiene una configuracién adecuada para la
recombinacién, la ausencia del factor de transcripciéon PAX5 impide su
recombinacién. PAX5 es esencial para la recombinacion del locus Igh,
haciendo que la cohesina permanezca mas tiempo unida a la cromatina y
facilitando su extrusion y el acercamiento de los elementos Vu distales (48).
Sin embargo, no se ha demostrado de forma clara la situacion contraria, esto
es la activacion de la recombinacién V(D)J en ausencia total de transcripcion
germinal. Por lo tanto, se puede concluir que la transcripcién germinal y la
accesibilidad a la cromatina son sucesos necesarios, pero no suficientes para

que ocurra la recombinaciéon V(D)J. La identificacién de determinados casos
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en los que estos procesos no estan acoplados indica la existencia de un tipo de

regulacion de la recombinacién V(D)J que va “mas alla” de la accesibilidad.

2.3. Recombinacion V(D)J de los genes del TCR durante el desarrollo

de los linfocitos T

La regulacion de la recombinacion V(D)J durante el desarrollo se ha
estudiado de forma detallada en ratones. El compromiso de los progenitores
timicos al linaje de los linfocitos T no ocurre hasta la transicion de timocitos
DN2a a DN2b, dependiendo de la sefializacion mediada por NOTCH1 (4). A lo
largo de su maduracion, los timocitos reordenan sus genes del TCR de una
forma programada para finalmente dar lugar a los linfocitos T aff o y6 (Figuras
1y 5). En timocitos DN2b se detectan los primeros reordenamientos en los
genes Tcrg, Terd y Terb derivados de una primera oleada de expresion de
RAG1y RAG2 que se observa en timocitos DN2b y DN3a (49). Para el caso de
los genes Tcrg y Terd, la recombinacion VyJy y VED&8J3 esta completa en los
estadios DN2b y DN3a, mientras que para el gen Tcrb la recombinacién
VBDBJP se completa en timocitos DN3a. El gen Tcra no comienza a reordenar
hasta el estadio DN4, siendo estos reordenamientos VoJo muy abundantes en
timocitos DP, coincidiendo con un segundo pico de expresién de RAG1y RAG2
(49). La bajada de la expresion de RAG1 y RAG2 en la transicion de timocitos
DN3a a DP se debe a la inhibicion de la transcripcion de los genes Rag1 y Rag2

durante la proliferacion celular que acompana a este proceso (49,50).

La recombinacién productiva de los genes Tcrg (VyJy) y Terd (V8D38JS)
en los estadios DN2b y DN3a resulta en la expresion de un TCRyS funcional,
lo cual permite que estos timocitos pasen por un proceso denominado
seleccion yo (Figura 1), basado en la expresion de este receptor, antes de salir

a la periferia como linfocitos T yd maduros (4).
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Figura 5. Representacion de los loci del TCR sin reordenar y reordenados durante el

desarrollo de los timocitos. Representacion de los reordenamientos de los genes (a) Terd, (b, ¢)

Tcra, (d) Terb, y (e) Tcrg. Los segmentos génicos variable (V), diversidad (D) y unién (J) se representan

con rectangulos verdes, amarillos y rosas respectivamente. Las secuencias sefial de recombinacion (RSS)

se representan con tridngulos adyacentes a los segmentos V, D y J, siendo negro si la RSS es de 12 pares

de bases y blanco si es de 23 pares de bases. Las regiones constantes (C) se representan con rectangulos

horizontales verdes. El ex6n early a (TEA) se representa con un rectangulo naranja. Los genes del

tripsinogeno (T) se representan con rectangulos marrones. Los enhancers se representan con circulos

rojos y los promotores con rombos azules. La transcripcién germinal esta representada con flechas

azules. En el gen Tcrd (a) los reordenamientos VOD8J8 ocurren en timocitos DN2b y DN3a mientras que
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los reordenamientos VaJa del gen Tcra ocurren en timocitos DP (b, ¢). Como consecuencia de los
reordenamientos primarios VaJa (c), el gen Tcrd se deleciona del genoma en un circulo
extracromosémico (b). En el locus Terb (d), los reordenamientos VBDBJ suceden en timocitos DN3a.
En el locus Tcrg (e), los reordenamientos VyJy ocurren en timocitos DN2b y DN3a. Ilustracién obtenida
de Rodriguez-Caparroés et. Al 2020 (4).

En el proceso de maduracion de timocitos al linaje de linfocitos T af,
uno de los puntos méas importantes es la recombinacién funcional VEDBJf del
locus Tcrb en el estadio DN3a (4) (Figura 5). Al expresarse una cadena TCRf3
en estas células, ésta se ensambla con una cadena temporal invariable
denominada pre-Ta, formando un receptor de membrana denominado pre-
TCR, el cual no reconoce ningtn ligando especifico (51). La expresion de un
pre-TCR permite al timocito DN3a continuar con su diferenciacion hasta dar
lugar a timocitos DP mediante un proceso denominado seleccion 3, llamado
asi porque depende de la expresion de la cadena TCRB (Figura 1).
Posteriormente, la recombinaciéon funcional VaJa del gen Tcra en timocitos
DN4 y sobre todo en timocitos DP conducird a la expresiéon de una cadena
TCRa productiva y a su ensamblaje con la cadena TCR[ previamente
expresada, formando de esta manera el TCRaf}. La seleccion B, ademas de
permitir el desarrollo de timocitos hacia linfocitos T af3, inhibe de forma
estable la expresion de las cadenas TCRy y TCRS, evitando que dicha expresion
pueda interferir en el ensamblaje de las cadenas TCRa y TCRf} para dar lugar

aun TCRap (12,52,53).

Es interesante que la recombinacion de los genes Tcrg, Terd y Terb
ocurra en precursores potenciales tanto para linfocitos T y6 como af. Esta
aceptado que la fuerza de senalizacion del TCRyS y pre-TCR determina el
destino de estos linajes de una forma instructiva (54—56). La senal fuerte
derivada de la expresion del TCRyd determina la diferenciacion de los
precursores al linaje T yd, mientras que la senal débil derivada de la expresion

del pre-TCR determina la diferenciacion de los precursores al linaje af.

Debido a su estructura, y a diferencia de los otros genes del TCR
(Figuras 3y 5) (4), el gen Tcra puede sufrir sucesivos reordenamientos VaJa,
desde el estadio DN4 hasta el estadio IDP para garantizar la consecucion de

una cadena TCRa funcional (57). De esta forma, los reordenamientos que no

42



sean productivos o den lugar a una cadena TCRa que no pueda ensamblarse
con la cadena TCRp previamente expresada seran eliminados y reemplazados
por otro reordenamiento (58). Esto es posible debido a la estructura de este
gen y a la forma en la que ocurren los reordenamientos en el mismo,
distinguiéndose dos tipos de reordenamientos: primarios y secundarios (4)
(Figura 5). Los reordenamientos primarios son los primeros y ocurren entre
los segmentos Va mas proximales y los Ja mas distales, tomando como
referencia la regién constante Ca, en timocitos DN4 y eDP (58). Para que se
den lugar estos reordenamientos se necesita la activacion de dos promotores
localizados en la regién mas 5° que contiene a segmentos Ja: el promotor
asociado a un exén no codificante denominado TEA (T Early Alpha, TEAp) y
el promotor asociado al segmento génico Traj49 (Ja49p); la activacion de
estos promotores depende de la funcién del enhancer de Tcra (Ea) (59). En el
caso de que el reordenamiento primario no haya sido productivo, se iran
sucediendo reordenamientos secundarios de segmentos Va situados cada vez
mas distalmente con segmentos Ja situados méas proximalmente respecto a la
posicion de Ca en timocitos IDP (55). La activacion de los promotores TEAp y
Ja49p en timocitos DN4 y eDP depende de la activacion previa de Ea, que a su
vez es consecuencia de la sefializacion desencadenada por el pre-TCR (60). Las
recombinaciones V8D&JS que han ocurrido previamente en cada alelo
aumentan ain mas la diversidad de las cadenas TCRa, ya que determinan el

punto de inicio del uso de los segmentos Va en las recombinaciones VaJa (61).

Antes de salir como linfocitos T af3, los timocitos IDP han de pasar por
otros procesos de seleccion. Aquellos timocitos que no reconocen un MHC
propio son eliminados por apoptosis en un proceso denominado negligencia,
aquellos timocitos que reconocen péptidos propios con alta afinidad en el
contexto de un MHC propios son eliminados por apoptosis en un proceso
denominado seleccion negativa para evitar autoinmunidad celular, y solo
aquellos timocitos que reconocen péptidos propios presentados por el MHC
propio con una afinidad baja o media sobreviven en un proceso denominado
seleccion positiva (4) (Figura 1). Los timocitos IDP que superan estos procesos

de seleccion constituyen el 3-5% del total de timocitos DP y diferencian a
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timocitos SP CD4+ o CD8+, los cuales finalmente abandonan el timo y salen a

la periferia como linfocitos T af} (4,5,44).

Durante todo el proceso de recombinacién V(D)J de los genes del TCR
son muy importantes las sefializaciones recibidas por los timocitos durante su
diferenciacion, tales como las mediadas por NOTCH1, el receptor de
interleuquina 7 (IL-7R) y el pre-TCR (4) (Figura 1). Las senalizaciones
mediadas por los receptores NOTCH1 e IL-7R son predominantes hasta el
estadio DN3a, momento en el que se expresa el pre-TCR; después, en la
transicion de timocitos DN3a a DP (seleccion ), predomina la senalizacion
mediada por el pre-TCR (4,10). La senalizacion mediada por NOTCH1 es
esencial para la expresion del pre-TCR, tanto de la cadena pre-Ta como de la
cadena TCRp, a través de la activacion de la transcripcion del gen Ptcra que
codifica para la cadena pre-Ta y de la recombinacion del locus Terb (63,64).
Ademas esta senalizacion estd implicada en la transcripcion germinal de los

genes Tcrd y Terg a través de sus enhancers (12,65).

La senalizaciéon mediada por IL-7R es clave para la maduraciéon de los
timocitos. para la transcripcion y recombinaciéon del gen Tcrg y para la
transcripcidon germinal del gen Terd, por lo tanto, para la generacion de los
linfocitos T y& (62,65,66). La senalizacion mediada por el pre-TCR activa la
transcripcién y recombinacién del gen Tcra e inhibe la sefializacion de
NOTCH1, y por tanto, la transcripcion de los genes Terd y Terg (12,41,60,67).
Ademas, la sefializacion de NOTCH1 activa la transcripcion del gen de la
cadena de IL-7R (68,69). Por tanto, al inhibirse la senalizacién de NOTCH1
por la expresion del pre-TCR (67), también se inhibe la sefializacién de IL-7R.
De esta manera, la sefializaciéon de NOTCH1 baja bruscamente en el paso de
DN3a a DN3b (10), y como consecuencia desaparece la sefnalizacién de IL-7R
en el paso de DN4 a DP (62).

3. Organizacion espacial del genoma

3.1. Estructura de la cromatina

El término cromatina fue acuiado por Walther Fleming en 1.879 para

denominar a estructuras fibrosas tenidas en el nutcleo (70). La cromatina es
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una estructura compacta formada por ADN asociado a proteinas, la cual
permite alojar 2 metros de ADN dentro del ntcleo celular. Estas proteinas son
de dos tipos, proteinas basicas de bajo molecular denominadas histonas y
proteinas no béasicas. Dentro de las histonas se diferencian cinco distintas,
denominadas H1, H2A, H2B, H3 y H4. Dentro de las proteinas no basicas se
encuentran enzimas implicadas en la replicacion, transcripcion y regulacién
del ADN (71). El empaquetamiento del ADN se realiza alrededor de una
estructura formada por ocho unidades de histonas (dos moléculas de cada una
de las histonas H2A, H2B, H3 y H4), constituyendo la unidad bésica de
empaquetamiento, denominada nucleosoma (Figura 6). Los nucleosomas se

unen entre si mediante ADN unido a la histona Hi.

Los sucesivos empaquetamientos de esta estructura son los
responsables de los diferentes aspectos del ADN vistos al microscopio, asi
como de la diferente accesibilidad de la maquinaria de transcripcién (72,73).
Se pueden diferenciar bajo el microscopio dos tipos de cromatina, la
eucromatina, que es la mas abundante en la interfase y se corresponde con la
cromatina menos compactada y, por lo tanto, mas accesible a la transcripcion,
y la heterocromatina que tiene un mayor grado de compactacién. La
heterocromatina puede aparecer en dos formas: la heterocromatina
constitutiva, la cual corresponde a un ADN muy condensado que no se
transcribe y esta presente en zonas concretas en todas las células, y la
heterocromatina facultativa, la cual se encuentra en zonas diferentes en
distintas células e incluye a un conjunto de genes que se inactivan o activan de

forma especifica en cada estirpe celular durante la diferenciacion.

La estructura de la cromatina es dinamica, cambiando de un estado de
empaquetamiento maximo durante la mitosis a un estado mas
desempaquetado durante la interfase, permitiendo el acceso al ADN de
diferentes complejos de proteinas para realizar los diferentes procesos
moleculares (72,73). Por ejemplo, los nucleosomas pueden “aflojarse”
permitiendo la disposicion de nuevos octdmeros tras la replicacion del ADN o
para “abrir” elementos reguladores, como los promotores y enhancers,
facilitando el acceso a factores o complejos de transcripcion que se unen al
ADN.
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Figura 6. Esquema representativo de los diferentes grados de compactacién del ADN en el
nucleo celular. De abajo hacia arriba se representa el paso de un estado desempaquetado del ADN
visto como una doble hélice hasta el nivel mas compacto que corresponde con el cromosoma. En la parte
intermedia de la figura se muestra como el ADN interacciona con las histonas para conseguir estados con
distinto nivel de compactacion. Ilustracién obtenida de National Human Genome Research Institute

(https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Cromatina ).

Los extremos amino-terminales de las histonas que conforman los
nucleosomas interaccionan con los de otras histonas adyacentes y con el ADN.
Existen enzimas que modifican estos extremos amino-terminales e interfieren
en su interaccion con el ADN, permitiendo que el ADN esté méas accesible para
su interaccion con otras proteinas (74). La primera modificacion de histonas
descubierta fue la acetilacion en 1.964 (75). Desde entonces se han identificado

de mas de 100 modificaciones postraduccionales distintas de las histonas. Las
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principales modificaciones postraduccionales de los extremos amino-
terminales de las histonas se clasifican en 7 tipos: acetilaciéon, metilacion,
fosforilacion, adenosina-difosfato (ADP)-ribosilacion,  glicosilacion,
sumoilacién y ubiquitilaciéon. Cada tipo tiene una funciéon distinta y un
mecanismo regulador (74). Por ejemplo, la acetilacién, proceso que se da en
los residuos de lisina, neutraliza la carga positiva de las histonas promoviendo
su desempaquetamiento y favoreciendo los procesos que necesitan tener una
cromatina accesible (76). La metilacion de histonas, por su parte, ocurre
también en residuos de lisina (desde monometilaciéon hasta trimetilacion) o de
arginina (solo hasta dimetilacién), en este caso interfiriendo con factores de
unioén a la cromatina pudiendo favorecer la transcripcion, como en los casos
de la H3K4me y la metilacién de la lisina 6 de la histona H3 (H3K6me), o
reducir la transcripciéon, como en los casos de la metilacion de la lisina 9 y la

lisina 27 de la histona H3 (H3K9me y H3K27me) (77,78).

En relacion con lo establecido previamente, se ha demostrado que las
marcas H3K4me3 y la hiperacetilacion de las histonas H3 y H4 se asocian con
loci que se encuentran en recombinaciéon V(D)J activa (4,79,80). De hecho,
RAG2 posee un dominio de dedo PHD (Plant HomeoDomain) que reconoce
de forma especifica la marca H3K4me3 y estimula la actividad catalitica de la
proteina, siendo este reconocimiento esencial para la recombinaciéon V(D)J
(81,82). La ausencia del dedo PHD de RAG2 causa un tipo de
inmunodeficiencia combinada severa (Severe Combined ImmunoDefficiency,
SCID) o el sindrome de Ommen (una forma leve de SCID). Desde el punto de
vista clinico, alteraciones de la marca H3K4me3 en determinados puntos
criticos pueden llevar a una actividad anémala del complejo RAG1/RAG2 y dar

lugar a tumores linfoides malignos (779).

3.2. Dominios asociados topolégicamente (TAD)

El genoma est4 compartimentalizado en dominios de alrededor de 1 Mb
denominados dominios asociados topolégicamente (Topologically Associated
Domains, TAD) (Figura 7), que se caracterizan porque las regiones dentro del

mismo dominio tienen interacciones fisicas entre si mas frecuentes que con
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otras regiones fuera del mismo (83,84). Estos TAD estan delimitados por
regiones enriquecidas en genes de expresion constitutiva (housekeeping) o por
sitios de unién para el factor de union a la secuencia CCCTC (CCCTC binding
factor, CTCF) (CTCF Binding Element, CBE). CTCF es un factor ampliamente
distribuido con funciones tanto en activacion como en represiéon
transcripcional, con capacidad para aislar un promotor de la influencia de un

enhancer y para aislar dos TAD entre si.

TOP2B
DS8s
at anchors

p 4 CTCF
00D cohesin

0 TOP28

<000 entanglement chromosomal rearrangement

Figura 7. Esquema representativo de la formacion de un lazo de cromatina mediado por
interacciones entre CTCF y cohesina. Se forman lazos de cromatina mediados por la unién de CTCF
a sitios convergentes de unién a CTCF y el subsiguiente reclutamiento de cohesina y topoisomerasa
(TOP2B). Ilustracién obtenida de Canela, A., Maman, Y., et al. 2017 (84).

Los datos sugieren que los TAD actian regulando la probabilidad de
contacto entre los promotores y los enhancers, puesto que, si se deleciona el
limite entre dos TAD se producen contactos entre regiones que estaban
anteriormente aisladas, dando lugar a una expresion génica aberrante que

deriva en problemas de desarrollo y en enfermedades como el cancer (85).
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También se ha visto que en la formacion de estas interacciones de cromatina
se crean unas tensiones en el ADN que son eliminados por cortes en la doble

hebra y que crean cierta diversidad genética al ser reparados (84).

3.3. Organizacion tridimensional del locus Tcra/Terd

El locus Tcra/Terd esta organizado de tal forma que permite que haya
una compleja regulacion temporal para pasar de los reordenamientos VED8JS
del gen Tcrd en los estadios DN2 yDN3a al reordenamiento VaJa del gen Tcra
en el estadio DP durante el desarrollo de los timocitos (4) (Figura 5). Esta
estructura evita la expresion conjunta de ambos genes, ya que la expresiéon de
un TCRyS en timocitos DN2 y DN3a dirige su diferenciacion hacia linfocitos T
Y6 (4) (Figura 1). Los estadios DN2/DN3a y DP del desarrollo de los timocitos
coinciden con dos oleadas de expresion de RAG1 y RAG2, responsables de que
ocurran estos reordenamientos diferenciados durante estas dos fases durante
el desarrollo de los timocitos (49) (Figura 1). Por otro lado, los enhancers de
los genes Tcra y Terd, Ea y ES respectivamente, son responsables de la
transcripcidon germinal y la recombinacién V(D)J de su gen correspondiente
durante el desarrollo de los timocitos, mediante la inducciéon de
modificaciones en la estructura de la cromatina dentro del area de influencia
de cada uno de dichos enhancers (4,22,23,25,26,43,86). Ademas, los
promotores de los diferentes segmentos génicos Va, V5, DS, J& y Ja regulan de
forma local la accesibilidad de RAG1 y RAG2 (59), siendo la elongacion
transcripcional necesaria para que ocurra una apertura de la cromatina en los

segmentos génicos que estan lejos de los promotores (43,47,59,87).

Para que ocurran los reordenamientos VOD&JGS y se exprese la cadena
TCRS en timocitos DN2 y DN3a, se activa primero la transcripcion germinal
del gen Tcrd a partir de los promotores asociados a los segmentos DS y J6 en
un proceso que depende de E§ (23,26) (Figura 5). Por otro lado, para los
reordenamientos VaJa y la consecuente expresién de la cadena TCRa en
timocitos DP, la transcripcion germinal del gen Tcra se inicia en los
promotores asociados a los segmentos génicos Va y Ja implicados en los

reordenamientos primarios en un proceso dependiente de Ea (Figura 5). Una
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vez que los genes han reordenado, su transcripcion depende de la activacion
de los promotores asociados a los segmentos Va o V& implicados en el

reordenamiento (4).

Como se indica en la Figura 5, en el caso de los reordenamientos
V8DA&JS del gen Terd solo hay un intento de recombinacion en cada alelo,
mientras que los intentos de reordenamiento del gen Tcra pueden ser
miltiples en cada alelo debido al gran ntimero de segmentos Va y Ja y a la
disposicion de los mismos (4,59,88). Los reordenamientos VaJa iniciales o
primarios en timocitos eDP ocurren debido a que las RSS de los segmentos Va
proximales y Ja distales respecto a Ca quedan accesibles a RAG1 y RAG2 en
un proceso regulado por los promotores asociados a estos segmentos génicos
tras su activacion por Ea (Figura 5) (89,90). Dentro de los promotores
implicados, los mas importantes para que sucedan los reordenamientos
primarios son TEAp y Ja49p (59). Como consecuencia de los reordenamientos
primarios se produce la delecion del gen Terd del genoma en el estadio DP, que
queda incluido en un circulo extracromosémico que se diluye durante la
expansion clonal (Figura 5). Si ninguno de los reordenamientos primarios del
gen Tcra en ambos alelos es productivo, se producen los reordenamientos
secundarios en timocitos IDP entre segmentos génicos Va situados
progresivamente hacia 5° (o distales respecto a la posicion de Ca) con
segmentos génicos Ja situados progresivamente mas hacia 3” (o proximales
respecto a la posicion de Ca) (Figura 5). Los reordenamientos secundarios son
dependientes de la transcripcion iniciada en los promotores de los segmentos
génicos Va involucrados en la recombinacion primaria previa (91). Este
mecanismo por el que puede haber, sucesivamente, diferentes
reordenamientos VaJa en cada alelo Tcra, ha sido demostrado
experimentalmente (58) y asegura la expresion de una cadena TCRa en todos
los timocitos DP, para que todos ellos puedan expresar un TCRaf que les

permita pasar por los procesos de seleccion timica.

La conformacién espacial del locus Tcra/Terd ha sido determinada
mediante estudios de microscopia confocal con sondas fluorescentes (3-
Dimensional-Fluorescence In Situ Hybridation, 3D-FISH) (92). Se observo

que el locus esta totalmente compactado en timocitos DN3a, cuando ocurren
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los reordenamientos VEDG6JS del gen Terd (Figura 8). No obstante, al observar
los timocitos DP, cuando ocurren los reordenamientos VaJa del gen Tcra, el
locus tiene una configuracion estirada en la region 5°, donde se encuentran los
segmentos Va, y una configuracion contraida en la region 3°, donde se
localizan los segmentos Ja y Ea (Figura 8). La conformacién contraida en
timocitos DN3a permite que el gen Tcrd, en el que sélo puede haber un
reordenamiento por alelo, pueda utilizar cualquier segmento V& situado a lo
largo de todo el cluster de segmentos Va/V®. Por el contrario, en timocitos DP,
el gen Tcra puede tener sucesivos ciclos de reordenamientos secuenciales,
primarios y secundarios, de forma ordenada que se ven favorecidos por la
conformacion estirada de la region 5°del locus donde se encuentran los
segmentos Va distales y centrales, junto con la conformaciéon contraida de la
region 3° donde estan los segmentos Va proximales, Ja, Ca y Ea. La region
contraida en la parte 3”del locus, de alrededor de 525kb, corresponde con el
area de influencia de Ea (89). Los experimentos 3D-FISH fueron realizados en
el contexto de ratones Rag27/- por lo que se realizaron con el locus en una
configuracion no reordenada, por tanto los cambios de conformacién del locus
observados ocurren de forma independiente al proceso de recombinacion
V(D)J.

Se han identificado interacciones fisicas mediante lazos de cromatina
que se forman en el locus Tcra/Tcrd durante el desarrollo de los timocitos
mediante analisis de 3Cy 4C (86,89,93,94). Estos lazos de cromatina junto con
los cambios en su estructura mediados por las interacciones promotor-
enhancer controlan la accesibilidad de RAG1 y RAG2 a las RSS asociadas a los
segmentos V, (D) y J, siendo ésta la base molecular del control del proceso de

la recombinaciéon V(D)J (4,95,96).
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Figura 8. Modelos de configuracion de los lazos de cromatina en el locus Tera/Tcerd. Los
segmentos génicos variable (V), diversidad (D) y unién (J) se representan con rectangulos verdes,
amarillos y rosas respectivamente. El exén TEA se representa con un rectingulo naranja. Los genes del
tripsinégeno (T) se representan con rectangulos marrones. Los enhancers se representan con circulos
rojos. Los sitios de unién a CTCF (CBE) se representan con circulos naranjas o azules (los naranjas
representan los CBE mas relevantes involucrados en la estructura génica tridimensional). En el centro
de recombinacién (segmentos D3 y J8) del gen Terd se establece con un nudo de cromatina formado
entre los CBE situados en INT1/2 y el CBE del promotor TEA (TEAp) en timocitos DN2b y DN3a,
mientras que los segmentos génicos Va/V§ de la region 5" del locus forman nudos adicionales haciendo
que el locus se contraiga. En timocitos DP, en el centro de recombinacion del gen Tcra (segmentos Vo,/V3
proximales y Jo) se establece un nudo de cromatina entre el CBE de TEAp y los CBE adyacentes a Ea,
mientras se forman nudos adicionales en los segmentos Va/V3 proximales para facilitar sucesivos

reordenamientos VaJa. Ilustracién obtenida de Rodriguez-Caparrds, A., et al. 2020 (4).

ES se encuentra dentro de un lazo de cromatina en timocitos DN2-DN3a
que incluye a los segmentos D& y J§, la regién CS y el segmento Trdvs, lo que
explica la restriccion de la actividad de ES a los segmentos DS y J6 (93) (Figura
8). La formacion de este lazo se debe a interacciones fisicas mediadas por el
factor CTCF que se une a dos CBE situados 5°de los segmentos DG,
denominados INT1 e INT2, orientados inversamente, con otro CBE asociado a
TEApD (4,93,97). Si se destruye este lazo, mediante la delecion de INT1 e INT2,

los segmentos DS solo reordenan con un unico segmento V& situado
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inmediatamente en direccion 5°, Trdv4, por lo que se reduce de forma
considerable el repertorio de las cadenas TCRS (93). El repertorio de cadenas
TCRa también se ve afectado por la delecién de INT1 e INT2, puesto que los
reordenamientos del gen Tcrd cambian la estructura del locus debido a que los
segmentos VO se encuentran dispersos a lo largo del cluster de segmentos
Va/V§ (58,61,93). Por tanto, el hecho de que la actividad de ES quede aislada
dentro del lazo INT1/INT2-TEAp, es importante para generar la variedad de
repertorios tanto de la cadena TCRS como de la cadena TCRa (58,93,98).

Por otro lado, en timocitos DP, mediante analisis 3C (Chromosomal
Conformation Capture), se ha demostrado la existencia de un lazo de
cromatina de unos 525kb que corresponde con la region del locus Tcra/Terd
contraida observada en los experimentos 3D-FISH (89,92) (Figura 8). Este
lazo se forma como consecuencia de la unién de CTCF/cohesina a los CBE
asociados a los promotores de los segmentos génicos Va proximales, TEAp y
la regién 3° inmediatamente adyacente a Ea (4,89,96—99). Para que puedan
formarse estos lazos de cromatina, los CBE asociados a los promotores Va y
TEAp estan orientados en direccion opuesta a los asociados a Ea (97). Estos
lazos de cromatina favorecen la activacion transcripcional dependiente de Ea
de los promotores Va proximales y los Ja distales respecto a Ca, promoviendo
los reordenamientos primarios, y si no se produce un reordenamiento
productivo ocurran reordenamientos secundarios, mediante la recombinacion
de otros segmentos Va en orden 3" - 5" con otros segmentos Ja en direccion 5” -
37(4,58,59,89,91,02,08,99). Es decir, la formacion de este lazo dirige los
reordenamientos sucesivos del gen Tcra (Figura 5). El orden en los
reordenamientos VaJa determina que tras los reordenamientos primarios
quede un pool de segmentos Va centrales y distales y de Ja centrales y
proximales necesarios para los reordenamientos VaJa secundarios (58,98).
Aunque Ea es esencial para la formacién de este lazo en la cromatina en
timocitos DP, tanto Ea, E§ y CTCF son prescindibles para las contracciones del
locus que se observan mediante 3D-FISH (92), sin que se conozca por el
momento el mecanismo de control de las contracciones del locus detectadas

mediante microscopia confocal.
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Es de interés que los dos CBE adyacentes a Ea (EaCBE) estan
localizados en el limite entre dos sub-TAD, siendo estos dos CBE
fundamentales para el aislamiento entre ambos sub-TAD (99). La formacion
de estos dos sub-TAD en timocitos DP dependen de la formacién de lazos de
cromatina hacia ambos lados: El 5" sub-TAD depende de la formacién de lazos
entre el 5"-EaCBE y los CBE asociados a los promotores Va/Vd proximales en
una regién de 525 kb, con limite en Traviz, mientras que el 3" sub-TAD
depende de la formacién de lazos entre el 3”-EaCBE y los CBE asociados a los
genes que van desde Dad1 hasta Chd24 en una regién de 400 kb (Figura 9).
Los datos de Zhao et al. (99) indican que la delecion de los dos EaCBE afecta
negativamente a la transcripcion de los segmentos génicos Travig y Travai,
situados en el extremo 5° del 5" sub-TAD, y de Ajuba y Cdh24, situados en el
extremo 3~ del 3"sub-TAD, apoyando un mecanismo de accion de estos CBE
en la formacion de ambos sub-TAD mediado por la extrusion de la cromatina

de ambos lados de cromatina.

LEE il e NI R | e o

l I KHEyan b | L3 H
- =

3 5988 85933 ¢ 5§ 3

. O I8 o B3Gos N S %

~ b & N a a5 A N

4

5-sub-TAD Eo 3-sub-TAD

Figura 9. Posiciéon genémica del 5 sub-TAD y los genes del 3" sub-TAD respecto a la de Ea.

Se indica la posicién de Ea entre ambos sub-TAD. Ilustracion obtenida de Rodriguez-Caparrds, A., et al
2022 (100).

4. Elementos reguladores en cis: enhancers y promotores

4.1 Enhancers

Los enhancers se describieron por primera vez en la década de 1.980,
definiéndose como secuencias de ADN no codificante que aumentan la
transcripcidon de sus genes diana de manera independiente de su distancia y
orientacion (101). El primer enhancer descubierto fue una secuencia de 72 pb

del virus de simio 40 (Simian Virus 40, SV40), capaz de aumentar la expresion
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del gen de la B-globina humana (ACTB) en plasmidos transfectados (102),
mientras que el primer enhancer en mamiferos descrito en 1.983 fue el del
locus Igh de raton, Eu (103). Desde entonces se han descubierto multitud de
enhancers (su nimero excede en mucho al namero de genes, estimandose en
cientos de miles) y se ha demostrado que actian mediante el reclutamiento de
factores de transcripcion especificos para regular la expresion génica espacio-
temporal durante el desarrollo celular, tanto en situaciones de fisiologia

normal como durante la enfermedad (104).

La transcripcion de los genes diana de un enhancer esta mediada por la
unidon cooperativa de factores y cofactores de transcripcién, enzimas de
remodelacion de la cromatina y, en dltima instancia, por el complejo de la ARN
polimerasa II (105). No obstante, el ensamblaje de estas proteinas y enzimas
necesita que el ADN se encuentre accesible. Por lo tanto, la accesibilidad de la
cromatina es una caracteristica de los enhancers activos que puede medirse
con distintas técnicas, tales como la hipersensibilidad a la accién de la enzima
DNasal, la deteccion de elementos reguladores por tratamiento con
formaldehido (FAIRE) o mediciones de accesibilidad a la cromatina por la

funcién de la transposasa Tns (ATAC) (106).

El estudio del estado epigenético de los enhancers se usa para conocer
su estado funcional. Por ejemplo, los enhancers inactivos tipicamente
presentan monometilaciéon en la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me1) y carecen
de la marca H3K4me3, mientras que los enhancers activos presentan
acetilacion de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27ac) y H3K4me3 (107-109).
Otras caracteristicas de los enhancers activos incluyen el reclutamiento de
enzimas acetil-transferasas de histonas (HAT) CBP/p300 y la deteccion de

transcritos de enhancer (eRNA) (110,111).

Todos los loci de los genes de las cadenas de los receptores de antigeno,
tanto TCR como BCR, presentan en su estructura génica enhancers,
localizados generalmente en la region 3° del locus. Diversos estudios
funcionales hechos para establecer el papel de dichos enhancers realizados
mediante su delecion en ratones deficientes (Knock-Out) o mediante ratones
transgénicos que contienen construcciones reporteras, muestran el papel

esencial que estos elementos tienen en la activacion de la recombinacion V(D)J
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(4,27,43,112). Cuando se deleciona el enhancer de un gen del TCR no ocurre la
transcripciéon germinal, ni los reordenamientos del gen en cuestiéon. Al mirar
las marcas epigenéticas se observa una disminucién de la acetilacion de las
histonas H3 y H4, por lo que lo que la cromatina no se encuentra accesible para

las maquinarias de transcripcion y recombinacion (80).

Estos datos indican que los enhancers son elementos que controlan la
accesibilidad del ADN a largas distancias iniciando la apertura de la cromatina
a nivel general, modulando la transcripcion iniciada en sus promotores
especificos y, en el caso de los genes de los receptores de antigeno, la

transcripcion germinal y los reordenamientos de sus segmentos génicos (4).

4.2 Promotores

Los promotores son regiones localizadas en el inicio de un gen, que
sirven como sitio de reclutamiento de la maquinaria transcripcional,
definiendo el sitio donde comienza la transcripcién, asi como su regulacion
(113). El primer lugar de iniciacion de la transcripcion descrito fue la caja TATA
(101). Los promotores activos presentan un enriquecimiento de la marca

H3K4me3 y una reduccion de la marca H3K4me1 (114).

Tanto en los loci de los TCR como en los de los BCR, los promotores se
encuentran asociados a los segmentos génicos (4). Antes de que ocurra la
recombinacién V(D)J, los promotores de estos segmentos génicos controlan la
transcripcién germinal no codificante, pero una vez ocurridos los
reordenamientos productivos, el promotor del segmento génico V implicado
en la recombinacion es el responsable de la iniciaciéon de la transcripciéon del
gen reordenado que dara lugar a la cadena del receptor de antigeno. Al
contrario que la accion de los enhancers, la accion de los promotores tiene un
efecto localizado en la estructura de la cromatina que se restringe a un
segmento génico asociado o a un grupo de segmentos génicos cercanos (4).
Ademas, la mayoria de los promotores presentes en los loci TCR o BCR
dependen de la actividad de su enhancer correspondiente, teniendo muchos

de ellos una leve o nula actividad independiente de enhancer (4,28).
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Para demostrar el efecto local de los promotores en la activacion de la
recombinacién V(D)J se realizaron diversas deleciones de estos para
comprobar sus efectos. Por ejemplo, la delecion del promotor asociado al
segmento génico DP1 resulta en la ausencia de transcripcion del segmento D1
y de la recombinaciéon DB1Jp, pero no afecta a la transcripcién del segmento
DpB2y a la recombinacion DB2Jp, las cuales dependen del promotor DB2 (115).
Respecto a las marcas epigenéticas, se observa que la acetilacion de histonas
en la zona del promotor delecionado es menor (116). Efectos similares se han
visto al delecionar el promotor del segmento génico Trbvi4 en el locus Tcrb
(117), TEAp o Ja49p en el gen Tcra (59,118), entre otros, comprobandose que
la inhibicion de la transcripcion y recombinacion solo afecta a los segmentos

génicos especificamente controlados por el promotor eliminado.

Hay diferentes mecanismos moleculares que abren la cromatina en la
region del promotor y que, por lo tanto, facilitan el comienzo de la
transcripcion. Entre estos mecanismos moleculares se encuentran la presencia
de regiones empobrecidas en nucleosomas (detectados por hipersensibilidad a
DNasal) o el enriquecimiento de modificaciones especificas en las histonas,
como la dimetilacion de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me2) o H3K4me3y
la acetilacion de la histona H3 (H3K4ac y H3K27ac) (119). La proteina RAG2
con su dominio de dedo PHD es capaz de reconocer la marca H3K4me3 y, por
lo tanto, reconocer promotores activos (73,74). Debido a que la unién de RAG2
es general en todos promotores activos del genoma, la especificidad
recombinasa en los loci de TCR y BCR se debe a la union especifica de RAG1 a
las RSS (90). Ademaés la marca H3K4me3 estabiliza la asociacién del complejo

RAG1/RAG2 y aumenta su actividad enzimatica (81).

4.3. Holocomplejos promotor-enhancer

Como ya se ha mencionado, en la interaccion entre los enhancers y los
promotores se produce un lazo en el ADN que acerca ambos elementos
reguladores (120). Los genes que codifican las diferentes cadenas de los TCR y
BCR estan dispuestos de tal manera que promotores y enhancers se

encuentran situados a largas distancias y es mediante la formacion de lazos o
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nudos en el ADN que se forma un holocomplejo transcripcional. De esta forma
los enhancers reclutan diversos factores de transcripcion y cofactores
directamente sobre los promotores mediante este hipotético mecanismo
descrito en estudios realizados en ACTB (121,122). Por ejemplo, ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) en Tcrb han mostrado que factores
de transcripcion asociados al segmento génico D1, como son SP1 0 TBP, estan
asociados también a Ef, hecho que se debe a la proximidad espacial entre el
promotor y el enhancer (116). Sin embargo, el modelo actual sostiene que en
la comunicacion entre los enhancers y sus promotores especificos se forma un
lazo de ADN que permite una interaccion entre ambos elementos dentro de
unos condensados que se forman por separacion de fases donde se acumulan

los factores y cofactores de transcripcion (123,124).

Ademas, se ha demostrado que existe especificidad en la interaccion de
los promotores y los enhancers, especificidad que atin no esta bien entendida,
pero en la que influye la compatibilidad bioquimica, restricciones impuestas
por la conformacion tridimensional de los cromosomas, elementos aislantes y

los efectos del entorno local de la cromatina (119).

5. El enhancer del gen Tcra (Ea)

Ea se localiza entre la region Ca del gen de la cadena TCRa y el siguiente
gen en direccién 3° que codifica por DAD1, de una forma conservada entre
humanos y ratones (Figura 9). En concreto, Ea se encuentra a unas 4 kb en
direccion 3°de la region Ca dentro de una region de 7,4 kb descrita como
reguladora del locus (Locus Control Region, LCR) del gen Tcra (125). Este LCR
consta de varias regiones identificadas en ensayos de hipersensibilidad a la
digestion por DNasal (Hypersensitivity Site, HS), de las cuales la region core
de Ea de 275 pb (Eacore) constituye la region HS1 (125). A 500 pb 3" de Eacore
se encuentra la region HS1” que corresponde a los dos EaCBE mencionados
anteriormente involucrados en la separacion del 5" sub-TAD y el 3" sub-TAD
(99,126,127). Aunque se propuso que los deméas HS del LCR podrian contribuir

a aislar al gen Tcra de la influencia de las regiones reguladoras presentes en el
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3”sub-TAD y viceversa (128), la delecion de la region HS2-HS6 no tiene

consecuencias funcionales (99).

En esta tesis la definicion de Ea incluye a la region de 1 kb que incluye
a Eacore y los dos EaCBE adyacentes que fue delecionada para la generacion
de ratones Ea7/- (22). La actividad de Ea se ha demostrado que es
imprescindible para el correcto desarrollo de los linfocitos T, ya que este
elemento es el encargado de activar la transcripcion germinal no codificante
necesaria para que ocurran los reordenamientos VaJa del gen Tcra en
timocitos DN4 y DP para dar lugar a linfocitos T aff (22). Ademas, su actividad
es esencial para la transcripcion y expresién normal del gen Tcrd reordenado
en linfocitos T y0, asi como la transcripciéon normal de los genes situados en

los extremos del 3" sub-TAD en timocitos DP (22,99,100).

5.1. Papel de Ea en la regulacion transcripcional del gen Tera

Como se ha mencionado anteriormente, Ea se encuentra inactivo
mientras ocurren los reordenamientos del gen Tcrd en los estadios DN2b a
DN3a, y no es hasta que se recibe la sefial del pre-TCR cuando se activa en
timocitos DN4 y eDP, suceso que da lugar a la deteccion de transcritos
germinales del gen Tcra (4,23,60). La influencia de Ea se extiende a 525 kb
hacia 57, estando dentro de su area de influencia 1/3 de todos los segmentos
Va/V3 mas cercanos con limite en Traviy, que constituyen los llamados Va
proximales que estan implicados en los reordenamientos VaJo primarios, y
todos los segmentos Ja, formando los lazos de cromatina que conforman el
5”sub-TAD identificado en timocitos DP (Figuras 8 y 9) (89,99). Los cambios
en la cromatina provocados por la activacion de Ea, aumentan la accesibilidad
de toda esta region y se deben a modificaciones epigenéticas, principalmente a
acetilacion de las histonas H3 y H4, y metilaciones de H3K4 (H3K4me1,
H3K4me2 y H3K4me3) y H3K36 (H3K36me3) (4,59,80). De esta forma, la
activacion de Ea da lugar a la transcripcion germinal del gen Tcra iniciada en
los promotores de los segmentos Va proximales, TEAp y Ja49p, ademés de
otros promotores Ja distales (59,88), siendo TEAp y Ja49p imprescindibles

para que ocurran los reordenamientos primarios VaJa (59,118).
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A pesar de que Ea es esencial para la recombinaciéon germinal no
codificante necesaria para la iniciacién de los reordenamientos primarios del
gen Tcra, su ausencia no impide la presencia en ratones Ea/- de una pequena
poblacion de linfocitos T af que presentan unos reordenamientos que
implican a los segmentos génicos Travi4 (Va2, segin la nomenclatura
antigua) con segmentos diversos Ja (22,129). Estos reordenamientos son

debidos a la accidon de ES en los estadios DN2 y DN3a (22,130).

Cuando los timocitos ya han completado su desarrollo, es decir, son
timocitos SP o linfocitos T aff, Ea se encuentra fuertemente inhibido, con un
15% de la actividad que tenia en timocitos DP, medida en analisis de la
transcripcién germinal no codificante en ratones Rag2/- (94). Aunque se
intente recuperar la actividad del enhancer en linfocitos T aff a través de su
estimulacion con tratamientos con ésteres del forbol (Phorbol 12 Miristate 13
Acetate, PMA) e ionomicina, a través de la activacion del TCRaf o de la
induccion de la diferenciacién a linfocitos Tho a timocitos Thi, The 0 Treg, €l
estado inhibido del enhancer se mantiene inalterado, por lo que se concluy6
que dicho estado inhibido es estable durante la homeostasis de los linfocitos T

aff maduros (94).

5.2. Papel de Ea en la regulacién transcripcional de los genes del
3 sub-TAD

Como se ha mencionado, los dos EaCBE adyacentes a Eacore se
encuentran en el limite entre dos sub-TAD. Estos EaCBE juegan un papel
relevante en la transcripcion de los segmentos Va situados en el extremo del
5°sub-TAD y de los genes situados en el extremo del 3" sub-TAD en timocitos
DP procedentes de ratones Rag2-/- (sus timocitos DN3a diferencian a DP al ser
inyectados con un anticuerpo para CD3¢) (99). Los datos de Zhao et al. (99)
mostraron que la delecion de Ea (incluyendo Eacore junto con los dos EaCBE)
inhibe la transcripcion de todos los promotores que fueron analizados situados
en ambos sub-TAD en una region de alrededor de 1Mb en timocitos DP. Estos
datos sugirieron que Eacore tiene una influencia positiva en la transcripcién

de los genes de ambos sub-TAD, que en el caso del 3" sub-TAD puede ser
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bloqueada por los EaCBE para los promotores de los genes mas proximales
(Dad1 y Abdhg) y facilitada para los promotores de los gene mas distales
(Prmts, Ajuba 'y Cdh24) (99).

Nuestro laboratorio ha analizado recientemente la transcripciéon de los
genes del 3"sub-TAD en timocitos DP (100). Los resultados indican que la
delecion de Ea (Eacore + EaCBE) afecta solo a los genes del 3" sub-TAD
situados en los extremos 5° (Dad1y Abdh4)y 3" (Haus4y Cdh24) en timocitos
DP (en este caso procedentes de ratones Rag2~/- que expresan una cadena
transgénica TCRP (Rag2/- x Ptg). Estos datos sugieren que la formacion de
lazos entre el 3"-EaCBE y los CBE presentes en los promotores localizados de
los genes situados en el extremo del 3°sub-TAD permiten una mayor

interaccion entre Eacore y los promotores implicados.

5.3. Enhanceosoma de Ea durante el desarrollo de los linfocitos T af3

La region Eacore de 275 pb esta formada por cuatro elementos para la
unién de factores de transcripcion denominados Tai1, Ta2, Ta3 y Ta4. Esta
region Ta1-Ta4 constituye la minima region imprescindible para la correcta
regulacion de la recombinaciéon V(D)J durante el desarrollo de los timocitos
(131). El fragmento Ta1-Ta2 se considera el enhancer minimo, debido a que es
la secuencia mas corta que ha mostrado tener actividad transcripcional por si
sola en experimentos de transfecciones celulares para la expresion de genes
reporteros (132). No obstante, la region Tai-Ta2 presenta una regulacion
temporal inadecuada, ya que se activa prematuramente durante el desarrollo
de los timocitos en experimentos de construcciones reporteras transgénicas de
recombinacién V(D)J en raton (133). Por tanto, los factores de transcripcion
que se unen a la region Ta3-Ta4 son necesarios para una regulacion temporal
adecuada del enhancer, retrasando su activaciéon hasta los estadios DN4 y DP
(131). Ademas, la region Tai-Ta2 no es capaz por si sola de activar la
recombinacién VaJa del gen Tcra endogeno, cuando Ea fue sustituido por
Ta1-Ta2 (134), por lo que la region Ta3-Ta4 junto con los EaCBE adyacentes

parecen necesarios para la funcién de Ea.
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Figura 10. Esquema representativo de las regiones de union de factores de transcripciéon
a Ea. Ilustracion obtenida de Del Blanco, B., et al. 2015.

A la region Tai-Tagq se unen numerosos factores de transcripciéon
constitutivos durante el desarrollo de los timocitos, tales como CREB, LEF-
1/TCF-1, RUNX1 y ETS1, que acceden de manera sinérgica al ADN formando
un enhanceosoma estable en Ta1-Ta2 (135), mientras que a la region Ta3-Tag
se unen GATA3 y las proteinas E, E2A y HEB (136). Ademas de estos factores,
en laregion 5" de Ta1 se unen ATF2, FLI1, IKAROS y SP1(136,137). En la figura
10 se muestra un esquema en el que se representan los diversos factores de
transcripcion que se unen a Ea en timocitos. Ademas, se ha visto
recientemente que el reclutamiento de factores supresores de la familia
Homeobox A (HOXA) al enhancer en timocitos DN3a a través de ETS1 esta

implicado en la inhibicion de la funcién de Ea (138).

La senalizacion desencadenada por el pre-TCR permite que factores de
transcripcion inducibles, tales como NFAT, AP1y EGR1/EGR3, se unan a Eq,
mientras que se disocian los factores HOXA, haciendo que el enhancer se
active en timocitos DN4 y eDP (60,138). En el estadio 1IDP, los factores de
transcripciéon inducibles ya no estan presentes pero el enhancer se mantiene
activo, debido posiblemente por la fuerte unién de las proteinas E, E2A y HEB,
junto con la ausencia de los factores HOXA (94,138). Por el contrario, el estado
fuertemente inhibido del Ea en linfocitos T aff se relaciona con una fuerte
disminucién de la unién de HEB y E2A, aunque la expresion forzada de E2A
no es suficiente para recuperar su actividad en linfocitos Tap maduros (94).
Actualmente se desconoce el mecanismo molecular relacionado con la pérdida

de actividad de Ea en linfocitos T maduros.
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6. Antecedentes

La actividad de Ea se inhibe en el contexto del gen no reordenado en

linfocitos T af3

Para conocer y comparar la actividad de Ea en timocitos IDP y linfocitos
T ap, nuestro laboratorio realizé previamente un estudio (94) comparando la
abundancia relativa de los transcritos Tcra germinales dependientes del
enhancer en el gen no reordenado en ambos tipos celulares utilizando
diferentes cepas de ratébn Ragz2/- (Figura 11A). Los transcritos fueron
cuantificados utilizando la técnica de la reaccion en cadena por polimerasa
cuantitativa (quantitative Polymerase Chain Reaction, qPCR) mediada por
retro-transcripcion (RT-qPCR). Se analizaron dos cepas de ratones Rag2-/- que
expresan un TCRaf transgénico: Rag2/- x 5C.C7 (Rx5C.7C) y Rag2’/- x
DO11.10 (RxDO11.10). La ausencia de RAG2 impide la recombinacion V(D)J
de los genes endogenos y permite el andlisis de los transcritos no codificantes
germinales de los genes de los receptores de antigeno. La expresion de un
TCRaf} transgénico permite que los timocitos DN3a puedan completar su
desarrollo a linfocitos Taf, ya que los ratones Rag2-/- tienen un bloqueo total
en el estadio DN3a (139,140). Asi pues, estos modelos de raton permitieron el
analisis de los transcritos no codificantes germinales endégenos del gen Tcra
en timocitos y linfocitos T. Como se puede observar en la figura 11A-D, los
transcritos del exon TEA, de los segmentos Ja distales (Ja61, Ja58 y Ja47) y
los segmentos Va proximales (Va17/Travizy Va21/Trav21), cuya trascripcion
depende de Ea puesto que en ratones Ea”/- no se detectaron (Figura 11B),
mostraron una transcripcion fuertemente disminuida en aproximadamente un
80-85% en timocitos SP y linfocitos T aff respecto a la transcripcion observada

en timocitos DP (Figuras 11A, 11Cy 11D).
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Figura 11. La transcripcion germinal no codificante dependiente de Ea del gen Tcra se
encuentra fuertemente inhibida en timocitos SP y linfocitos T af}. (A) Transcripcion del exoén
TEA en timocitos totales y linfocitos aff de ratones Rx5C.C7 y RxDO11.10. (B) Dependencia de Ea de la
transcripcion de los segmentos Va proximales Traviyy Trav2i, y de los segmentos Ja distales Traj61,
Traj58y Traj47 en timocitos DP de ratones Rag2/- x transgén Tcrb (Rxftg) y ratones Rag2+/- x transgén
Terb x EaKO (Ea/- Rxftg). (C) Transcripcién de los segmentos Va proximales Traviy y Trav21 en
timocitos DP y SP y linfocitos T aff de ratones RxDO11.10. (D) Transcripcién de los transcritos de Ja
distales en timocitos DP y SP y linfocitos T aff de ratones RxDO11.10. Los transcritos indicados se
analizaron por RT-qPCR. Los experimentos se realizaron por duplicado de tres experimentos
independientes. Los datos fueron normalizados con la transcripciéon de Actb. Se representa la media de
los resultados +/- media del error estandar (Standard Error Mean, SEM). El valor estadistico p se
representa por * (¥*<0,05, ¥*<0,005 y ***<0,0005). Figura tomada de (del Blanco et al., 2015).

Para confirmar que Ea es el elemento regulador que se encuentra
inhibido en los timocitos SP y linfocitos T aff, y no los promotores de los
segmentos génicos analizados, se utilizaron ratones con una copia de Ea
introducida (ratones Ea Knock-In, EaKI) en el clister de segmentos génicos
VB del locus Terb (141), de forma que los promotores de los segmentos VP11,

VB12 y VP13 transcribieran de una forma dependiente de Ea en los timocitos
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DP de estos ratones (Figura 12.A) (94). Comparando la transcripcion de estos
segmentos V[3 en timocitos DP de ratones EaKI con fondo Rag2~/- que ademas
expresan una cadena TCRp transgénica (EaKI Rxptg) con la transcripcion de
los segmentos VP en linfocitos T aff de ratones EaKI se observo una profunda
inhibicion de la transcripcion germinal de los segmentos V3 de estos tltimos
(Figura 12B), que era comparable con la que se encontr6 en los segmentos Va
proximales y Ja distales en el gen Tcra no reordenado en linfocitos T of
respecto a timocitos DP (Figura 11A, 11C y 11D). Estas observaciones
demostraron que Ea es el elemento responsable de la inhibicion de la
transcripcion germinal de los promotores dependientes de este enhancer en el

contexto del gen Tcra no reordenado en linfocitos T af.

Asi pues, Ea, una vez se activa por las senalizaciones desencadenadas
por el pre-TCR, es esencial para que se transcriba el gen Tcra no reordenado y
ocurran los reordenamientos VaJao primarios en timocitos DN4 y DP (22). No
obstante, una vez que el gen ha reordenado y se expresa en timocitos DP, la
senalizacion mediada por el TCRa3 responsable de la seleccion positiva inhibe

la actividad de Ea en timocitos SP y linfocitos T af (94).

Es importante destacar que la transcripcion del gen Tcra reordenado en
linfocitos T af es igual o incluso mayor que la del gen Tcra no reordenado en
timocitos IDP (Figura 12C). Varias posibilidades podrian explicar este hecho
(94). Una posibilidad es que, aunque inhibido, Ea sea suficiente para la
activacion eficiente de los promotores de los segmentos Vo del gen Tcra
reordenado, debido a que en la nueva estructura génica derivada de la
recombinacién VaJa, los promotores se encuentran mucho mas cerca del
enhancer. Otra posibilidad es que Ea podria necesitar de la colaboracion de
otro elemento para la alta transcripcion normal del gen Tcra reordenado. Una
tercera posibilidad es que Ea no sea el elemento responsable de la
transcripcidon del gen Tcra reordenado en timocitos SP y linfocitos T af,

pudiendo existir otro enhancer responsable de esta funcion.
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Figura 12. Inhibicién de Ea introducido en el locus Terb en timocitos SP y linfocitos T de
ratones Knock-In (EaKI). (A) Transcripciéon dependiente de EaKI de los segmentos V11, V12 y
V13 en timocitos DP de ratones Rag2/- x transgén Tcrb (Rxftg) y EaKI Rag2/- x transgén Tcrb (EaKI
Rxftg) y linfocitos T af} de ratones transgénicos del gen Tcrb reordenado (ftg) y EaKI transgénicos del
gen Terb reordenado (Ea ptg). (B) Transcripciéon dependiente de EaKI del segmento VP13 en timocitos
DP de ratones EaKI Rxftg, timocitos DP, SP y linfocitos T aff de ratones EaKI ftg y ptg. (C) Transcritos
totales Ca del gen Tcra no reordenado en timocitos DP de ratones Rxftg, y del gen Tcra reordenado en
timocitos DP y linfocitos T aff de ratones ftg. Los transcritos indicados se analizaron por RT-qPCR. Los
experimentos se realizaron por duplicado de tres experimentos independientes. Los datos fueron
normalizados con la transcripciéon de Actb. Se representa la media de los resultados +/- SEM. El valor
estadistico p se representa por asteriscos (¥<0,05, **<0,005 y ***<0,0005). Figura tomada de (del Blanco
et al., 2015).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS
Ea, a pesar de estar fuertemente inhibido, es necesario para la transcripcién

del gen Tcra reordenado en linfocitos T af.

OBJETIVOS
1. Analisis de la funciéon de Ea en la transcripcion del gen

Tcra reordenado en linfocitos T af} de raton.

2. Analisis de la funcion de Ea en la transcripcion del gen
TCRA reordenado en células humanas: generaciéon de
células Jurkat deficientes de Ea.

3. Deteccion de posibles regiones relevantes para la
transcripcion del gen Tcra por ATAC-seq en bases de
datos.

4. Analisis de las interacciones entre regiones del gen Tcra

en timocitos DP y linfocitos T aff por 4C-seq.
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MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

1. Lineas celulares

Las células Jurkat son una linea celular de origen humano que fue
establecida por Ulrich Schneider, Hans Schewenk y George Bornkamm en el
afio 1.977. Estas células fueron obtenidas de un nifio de 14 afios que sufria una
leucemia linfoblastica aguda de células T (T-cell Acute Lymphoblastic
Leukemia, T-ALL) (142). Para el mantenimiento de esta linea celular se ha
utilizado medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute medium)
suplementado con suero fetal bovino previamente inactivado 30 minutos a
56°C (inactivated Fetal Bovine Serum, iFBS) al 10%, 2 mM glutamina y 100
unidades/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco/Life Technologies). Las

células se mantuvieron en un incubador a 37°Cy al 5% de CO2.

2. Cepas de raton

Para la elaboracion del presente trabajo se han utilizado las siguientes
cepas de raton: Rag2 /-, Rag2’/- x ptg, Rag2 -/-x Ea’/-, Rag2/- x Ptg x Ea/-,
Rag27/-x OT-1, Rag2"/-x DO11.10 y Ea/-.

Los ratones Rag2-/- son deficientes en la proteina RAG2 que es esencial
para que ocurra la recombinaciéon V(D)J y la generaciéon de linfocitos B y T.
Estos ratones tienen un bloqueo total de los timocitos en el estadio DN3a
debido a la ausencia de reordenamientos de los genes que codifican el TCR
(139). Los ratones Rag2/- x [Ptg son ratones Rag2/- que ademéas son
transgénicos para una cadena reordenada productivamente del locus Tcrb, lo
que les permite expresar una cadena TCRp funcional y diferenciar a los
timocitos desde el estadop DN3a hasta el estadio IDP debido a la expresion del
pre-TCR (140). Los ratones Rag2/-x OT-1son ratones Rag2/-, cuyos linfocitos
T expresan un TCRaf} transgénico que reconoce un péptido de ovoalbumina en

el contexto del MHC- 1y, por lo tanto, expresan CD8 (143). Los ratones Rag2-

73



/-~ x DO11.10 son ratones Rag2/-, cuyos linfocitos T expresan un TCRaf3
transgénico que reconoce un péptido de ovoalbtimina en el contexto del MHC-
Iy, por lo tanto, expresan CD4 (144). Los ratones Ea-/- son ratones deficientes

del fragmento de 1-kb que incluye Eacore y los dos EaCBE (22).

Estas cepas de raton fueron obtenidas de Taconic Farms (Rag2-/-, Rag2-
/- x Btg, Rag2/- x OT1y Rag2/- x DO11.10) y del investigador que genero el
modelo Ea/- (Barry P. Sleckman, University of Alabama at Birmingham, EE.
UU.), y fueron mantenidas en condiciones libres de patégenos en la zona de
barrera de la Unidad de Experimentacion Animal del Instituto de Parasitologia
y Biomedicina Lopez-Neyra (IPBLN). El uso de estos animales se adhiri6 a las
directrices bioéticas del CSIC y la Junta de Andalucia. También se han
utilizado ratones normales (Wild Type, WT) de la cepa C57BL6 obtenidos

comercialmente de los laboratorios Charles River.

3. Obtencion de timocitos y linfocitos T aff de raton

Los timos de ratén fueron aislados y sus células disgregadas en 10 mL
de medio RPMI-1640 completo con 10% de iFBS mediante presiéon del tejido
sobre una malla de nylon de 200 um, para después filtrar la suspension de
células a través de una malla de 40 um y centrifugarla durante 5 minutos a

1.500 revoluciones por minuto (rpm).

Los linfocitos T af3 fueron aislados de bazo y ganglios linfaticos de ratén.
Los tejidos fueron disgregados de la misma forma que los timos y sus células
filtradas y centrifugadas de la misma forma que los timocitos. Para la
eliminacion de los eritrocitos presentes en la preparaciéon fue necesario hacer
una incubacién con tampén ACK (Ammonium-Chloride-Potassium) que
contiene 155 mM de cloruro amonico, 10 mM de bicarbonato potasico y 0,1
mM de EDTA so6dico (etiléndiaminotetraacetato de sodio) en una proporcion
de 1 mL de solucion ACK por ratéon durante 1 minuto en hielo. Después las
células se diluyeron 10 veces con medio completo y se centrifugaron. En el caso
de células provenientes de los ratones Rag2-/-x OT-1y Rag2/-x DO11.10 no se
necesitaron mas pasos de purificacion porque estos ratones carecen de otros

linfocitos distintos a los que expresan el TCRaf} transgénico por carecer de
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RAG2, por los que la poblacién de linfocitos T obtenida es practicamente pura
segun se verifico por citometria de flujo (FACScalibur, Becton-Dickinson) con
un anticuerpo especifico para la cadena TCRf3 acoplado con isotiocianato de
fluoresceina (FITC) (ver siguiente seccion para ver el método de tincién de
células para citometria de flujo). En el caso de la purificacion de linfocitos T af3
procedentes de ratones WT se necesitaron pasos adicionales para enriquecer
la suspension celular en linfocitos T aff mediante el uso de columnas de lana
de nylon que permiten la deplecion de las células con mayor adhesion al nylon,
como es el caso de los linfocitos B y otros tipos celulares como monocitos y
macrofagos, y/o mediante el uso de un separador celular por citometria de
flujo. Para la preparaciéon de las columnas de nylon se usaron jeringas de 10
mL con 1 g de lana de nylon por columna. Estas columnas fueron pre-
incubadas durante 1 hora a 37°C con medio RPMI-1640 completo antes de la
incubacion de las células durante otra hora para permitir la adhesiéon de las
células mas adherentes al nylon. El grado de enriquecimiento de las células T
aff después de este procedimiento se analiz6é mediante citometria de flujo como
se ha indicado anteriormente. La purificacién celular de linfocitos T a3 o Va2
mediante el uso de un separador celular basado en citometria de flujo se

explica en el siguiente apartado.

4. Purificacion celular mediante citometria de flujo

El separador celular por citometria de flujo (Aria III, Becton Dickinson)

se ha utilizado en dos tipos de experimentos:

1. Enla purificaciéon de linfocitos T af y Va2 de rat6on a través de la tincion
de los linfocitos con un anticuerpo para TCRf} acoplado a FITC o un
anticuerpo para Va2 acoplado a ficoeritrina (Phycoerythrin, PE),
respectivamente. Estos linfocitos se resuspendieron en un tampon de
tincion: HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) o PBS (phosphate
buffered solution) con 2% BSA (Bovine Serum Albumin) y 0,1% de
azida sodica y se incubaron con los anticuerpos correspondientes a una
dilucion 1/100 durante 30 minutos en hielo y en oscuridad. Las células

se lavaron tres veces en tampoén de tincion.
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2. Enlaseparacion de las células Jurkat transfectadas, las cuales expresan
la proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein, GFP)
durante unas 48-72 horas, de las no transfectadas que no expresan
GFP. Estas células fueron tratadas en condiciones de esterilidad y en
ausencia de azida sodica para mantenerlas vivas. En el tubo de
recogida se pusieron 500 uL de FBSi, 500 uL de medio completo y
20uL de penicilina/estreptomicina 100X. Después estas células fueron
diluidas en medio RPMI-1640 completo y se cultivaron a 37°Cy 5% de
CO..

5. Extraccion de ARN

Para la extraccion del ARN de los timocitos (provenientes de los timos
de ratones) y de los linfocitos T aff (provenientes de los bazos y ganglios
linfaticos de ratones) se utiliz6 el método de extraccion basado en tiocianato
de guanidio, fenol y cloroformo, mediante el uso del reactivo comercial TriFast
(peqGold Trifast, Peqlab). Para ello, se homogeniz6 el precipitado de las
células a un maximo de 20 millones de células por 100 pL de reactivo. Una vez
obtenidos los lisados, las muestras pudieron procesarse directamente o

mantenerse congeladas a -80°C antes de proceder con el aislamiento del ARN.

Para procesar las muestras guardadas a -80°C, se dejaron 5 minutos a
temperatura ambiente (TA). A continuacion, se anadio6 1/5 del volumen inicial
de cloroformo, que para 100 pL de muestra correspondieron a 20 pL. Las
muestras se homogenizaron mediante agitacion en vortex durante 15
segundos, se incubaron 10 minutos a TA y después de centrifugaron 5 minutos
a 12.000 g a TA en una minifuga (5424R, Eppendorf). Esto permiti6 la
separacion de las muestras en tres fases, una superior incolora donde se
encuentra el ARN, una interfase blanquecina donde estan las proteinas y una
fase inferior de color donde est4 el ADN. La fase superior acuosa con el ARN
se paso a otro tubo de 1,5 mL con cuidado de que no se mezclaran las fases. Se
afiadio Y2 del volumen inicial de isopropanol, que para 100 uL del reactivo
Trifast correspondieron a 50 uL y se incub6 durante 1 hora en hielo. El

isopropanol permite que el ARN precipite. Después se centrifugaron las
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muestras durante 10 minutos a 12.000 g a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y se
afiadio etanol 70% frio en relacion 1/1 respecto al volumen inicial de la muestra
para lavar los precipitados de ARN. Se centrifugaron las muestras a 7.500 g
durante 5 minutos a 4°C, se elimino el etanol y se secaron los precipitados al
aire. Después se resuspendié cada precipitado en 20 uL de agua con
dietilpirocarbonato (DEPC). Se calentaron las muestras en un termobloque
durante 2 minutos a 60°C para terminar de disolver el precipitado de ARN y
después se guardaron las muestras a -80°C. Para medir la cantidad de ARN se

utiliz6 el espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo-Fisher Scientific).

6. Retrotranscripcion (RT)

La retrotranscripcion se utilizo para obtener el ADN complementario (ADNc)
a partir del ARN total extraido de timocitos y linfocitos. Para ello se ha utilizado
el kit comercial “PrimeScript RT reagent with gDNA eraser (Perfect Real
Time)” de TAKARA. Se sigui6 el protocolo recomendado, el cual consta de dos
pasos: el primero para la eliminacion del ADN genémico mediante un
tratamiento con DNasal y el segundo es la retrotranscripcion propiamente
dicha. Una ventaja de este kit es que el tampo6n del segundo paso inhibe a la
DNasal sin necesidad de pasos adicionales para inactivar este enzima. El
volumen resultante fue de 20 uL. de ADNc a los que se anadieron otros 80 pL

de agua MilliQ para obtener un volumen final de 100 pL.

7. PCR cuantitativa (qPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (qPCR) se ha
realizado en los equipos CFX96 Real Time System (Bio-Rad) con la utilizacion
del software Bio-Rad CFX Manager. Se utilizaron placas de 96 pocillos (Bio-
Rad). El volumen final de cada reacciéon fue de 10 pL: 4 uL de la muestra de
ADNCc, 5 uL de SYBR Green iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad),
0,5 uL del oligonucleétido correspondiente a la hebra superior del ADN
(Forward, F) a1omM y 0,5 uL del oligonucleétido correspondiente a la hebra
inferior del ADN (Reverse, R) a 10mM (Tabla 1).
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El protocolo de la reaccion de qPCR utilizado fue el siguiente: un paso

de 95°C durante 7 minutos seguido de 45 ciclos de 3 pasos:

1. 95°C durante 30 segundos
2, 59,5°C durante 45 segundos

3. 72°C durante 30 segundos

Por ultimo, se afiadi6 un ultimo paso a 95°C durante 1 minuto.

Los calculos de la expresion relativa de los transcritos se realizaron
mediante el método AACt. Los valores se normalizaron con los valores
obtenidos para los transcritos de cada muestra con su correspondiente valor
de los transcritos del gen de B-ACTINA de ratén o humano (Actb o ACTB).

Los oligonucleotidos usados para las PCR se muestran en la tabla 1:

e Oligonucleotidos para la cuantificaciéon de transcritos

Oligonucleétidos Secuencia 52> 3’ F/R Modelo

Actb ACACCCGCCACCAGTTC F Murino
TACAGCCCGGGGAGCAT R

Ca CCTGGAGCAACCAGACAA F Murino
GGCTACTTTCAGCAGGAGGA R

Traj61-Ca GCCATGACTGGAAGACTCAT F Murino
AAGTCGGTGAACAGGCAGAG R

Traj58-Ca TGGGTCTAAGCTGTCATTTGG F Murino
AAGTCGGTGAACAGGCAGAG R

Travi4-Ca TGGAGACTCAGCCACCTACT F Murino
CACAGCAGGTTCTGGGTT R

OT-1 VaJa transgén CAGCAGCAGGTGAGACAAAGT F Murino
GGCTTTATAATTAGCTTGGTCC R
CAGGAGGGATCCAGTGCCAGC F Murino
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DO11.10 Vada TGGCTCTACAGTGAGTTTGGT R

transgén

DO11.10  VaCa CTTCTCCCTGCACATCACAG F Murino

transgen AGAGGGTGCTGTCCTGAGAC R

DO11.10  VBCB GGGCTGAGGCTGATCCATTA F Murino

transgen AGGAGACCTTGGGTGGAGTC R

Ca CCTGACCCTGCCGTGTACCAGC F  Humano
GTCCATAGACCTCATGTCTAGCACAG R

Jurkat  TRAV18- AAGGCATCAACGGTTTTGAG F  Humano

e GAGTCTGGTCCCTGATCCAA R

ACTB CGCGAGAAGATGACCCAGA F  Humano
TCACGATGCCAGTGGTACG R

e Oligonucleétidos con las gARN utilizados para ser
clonados en el plasmido pX458 y generar clones Jurkat
Ea*/- y Ea/: Las secuencias en color indican la secuencia
gendmica reconocida por la guia.
8ARN1 AAAGGACGAAACACCGCCACTTCCCTCCAGGTGTTTGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG
gARN2 TTCTAGCTCTAAAAC GGATCCAAGGTGTCTCATAC
8ARN3 AAAGGACGAAACACCGTCAGTAGCCACAAGTAGAACGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG

g8ARN4 TTCTAGCTCTAAAACCCTCAGTTTCCCGGTGGGACGGATCCAAGGTGTCTCATAC

U6-F GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC

e Oligonucleotidos para la deteccion de los clones Jurkat
Ea*/-y Ea/-por PCR

79



hTa3-Ta4 AAAATACTGAGTTAGAGATAG
CGGTGCAAGTCACCGA

Delecién Ea F2/R2 AGGCAGGCACACATCTATCC
AGAGGCAAACAGTGCCCTAA

Travl
Hindlll-r

Travl
Hindlll-nr

Travl/2
Hindlll-r

Travl/2
Hindlll-nr

Ca peak
Hindlll-r

Ca peak
Hindlll-nr

Ea Hindlll-r

Ea Hindlll-nr

Trav1 Dpnll-r

Oligonucleotidos usados en los experimentos de 4C seq
(r=reading; nr=nonreading): Las secuencias en negrita
indican la regién genomica de hibridacién en los experimentos
de PCR inversa. Las secuencias en rojo indican las secuencias
para diferenciar las distintas muestras en la secuenciacion

masiva (barcodes).

TACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNGGTCAACTGCCCCATGCTAAGC

ACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGACGGTGGGAGGTAAGTTCCA

TACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNGATGGAGCTGTAGATGACTATATTAAGTG
ACAGAAG

ACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCACAAAGAAAAACTAAACCCCAA
ACATTATACACC

TACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNAAGACAGACCCTGCGAAGCTT

ACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGCCCTCTCTGTATCTCAGGGGAAT
T

TACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNGGCAAAGCAGGGTCTGTAAGCT

ACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCCTTTCCCATCAGTCCTTTCTCCCTA
G

TACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNGGTGAGGTGGTGTGGGGA
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Travl Dpnll-

nr

Travl/2

Dpnll-r

Travl/2

Dpnll-nr

Ca peak
Dpnll-r

Ca peak
Dpnll-nr

Ea Dpnll-r

Ea Dpnll-nr

Universal A

Universal B

Index 1
Index 2
Index 3
Index 4
Index 5
Index 6
Index 7
Index 8
Index 9

Index 10

ACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGTAAGTTCCAACTTCATAGAGAA
CATGGCTA

TACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNTTATGACTTTTTATTTTCATGGTTGATC

ACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGACTGTGTAAGAAGTGACCAA

TACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNCATCTCTCTATGTTCTCTGTCTTCTGCTGGA

ACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGTGAATATGTCTTGCTGTCTTTACG
GGACT

TACACGACGCTCTTCCGATCTNNNNGTCACTGGACTCCAGACTTGTGTGATC

ACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCAGGTTTCAGGTTCTGCGACTTCCT
AG

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTATAGCCTACACTCTTTCCCTACACGA
CGCTCTTCCGATCT

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACATAGAGGCACACTCTTTCCCTACACG
ACGCTCTTCCGATCT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGCTAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT
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Index 11 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCCGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

Index 12 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

Index 13 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGTTGAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

Index 14 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACGGAAGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGC
T

Index 15 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCTGACGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

Index 16 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGGGACGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCT

Tabla 1. Secuencias de los oligonucleétidos usados.

8. Eliminacion de Ea mediante edicion génica por CRISPR-Casg

Esta técnica de edicién génica ha sido utilizada para la delecién del
fragmento de 1 kb de Ea, conteniendo Eacore y EaCBE, en la linea celular

Jurkat para conseguir clones Ea+/-y Ea/-.

8.1 Generacion de clones de Jurkat Ea+/-

Debido a que las células Jurkat tienen células con distinta expresion de
partida del receptor, previamente se realizo una seleccion de un clon de células
Jurkat con expresion media del TCRaf. Para ello se realiz6 una tincién de las
células con el anticuerpo FITC-TCRJ (clone T10B9) (555547, BD Bioscience) y
las células positivas con expresion media se purificaron por citometria de flujo
(como se detalla el apartado 2.4 de Material y Métodos), realizandose una
dilucion limite de las células purificadas a las 24 horas para la separacion de
clones. Se seleccion6 el clon 4 debido a que estas células mostraron buen
aspecto al microscopio y una expresion del TCRaf3 positiva y uniforme al ser

analizadas por citometria de flujo.

8.1.1) Preparacion de las guias de ARN (gARN) y plasmidos utilizados

Para editar el genoma con la tecnologia CRISPR/Cas9 es necesario
expresar la endonucleasa CAS9 e introducir unas guias de ARN (gARN) en las

células. Las guias usadas eran complementarias al ADN presente en las zonas
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flanqueantes a la region de Ea a eliminar y precedidas por una secuencia
denominada PAM (Protospacer Adjacent Motif) que es reconocida por CAS9
(Tabla 1). Las PAM de CAS9 consisten en una base nitrogenada seguida de dos
guaninas (NGG). Para evitar al maximo que hubiera falsas hibridaciones de las
gARN en otras regiones del genoma se utilizo el programa de disefio de gARN
CHOPCHOP (https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/), que genera un listado de

posibles guias con sus potenciales dianas inespecificas.

Se disenaron los oligonucleétidos complementarios para clonar las
guias seleccionadas en el plasmido de expresion para CAS9 y GFP
(pSpCas9(BB)-2A-GFP), pX458, (Addgene plasmid ID: 48138) (145) para su
posterior transfeccion en las células Jurkat (Tabla 1). Las guias fueron
disenadas para la eliminacion del fragmento de 1-kb de Ea correspondiente a
la region previamente delecionada para generar los ratones Ea”/- (22). Se
disenaron dos gARN que reconocen secuencias adyacentes al extremo 5°de Ea
(gARN-5") y otras dos que reconocen secuencias adyacentes al extremo
3" (gARN-3") de Ea. Para optimizar el proceso de delecién se clonaron las dos
guias, una gARN- 5"y una gARN- 3°, conjuntamente (145). Para ello se usaron
fragmentos de ADN conteniendo secuencias scaffold, U6 y/o H1, para obtener
un amplicén por PCR que contiene las dos guias juntas en un Gnico inserto
para ser ligado directamente con el plasmido pX458 (Figura 13), utilizando el

kit Precision Multiplex gRNA Cloning Kit (System Biosciences).

N

(U6__gRNAL | (_H1 "gRNA? i

H1

l, Overlapping PCR

U6 sRNA1 [ HI__gRNA2 7] PCR Amplicon

Figura 13. Esquema del proceso de formacion de las construcciones que
contienen dos gARN. Se muestra la estructura de los fragmentos de ADN utilizados para

formar un amplicén conteniendo ambas guias mediante PCR.
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Los oligonucledtidos (gARN-5" en morado y gARN-3° en azul)
utilizados (Tabla 1) conteniendo las secuencias del promotor U6 (en naranja),
scaffold (en verde) y promotor H1 (en negro) tuvieron la siguiente estructura:

1. Forward:
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN

2. Reverse:
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGATCC
AAGGTGTCTCATAC

Para obtener la construccion completa fue necesario realizar una PCR
en la que se uso6 el bloque scaffold-H1 que viene en el kit comercial. La reaccion

para la PCR utilizada fue la siguiente:

1. Tampoén 5x Phusion 10 uL.
2. 10mM dNTPs 1uL
3. 10 uM oligonucleétido Forward 2,5 uL
4. 10 uM oligonucleétido Reverse 2,5 uL
5. Bloque scaffold-H1 0,5 uL.
6. DMSO 1,5 uL
7. Phusion ADN Polimerasa 0,5 ul
8. Agua milliq hasta 50 pL

La PCR se realiz6 en las condiciones que se muestran en la tabla 2.

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 98°C 3 minutos
inicial

98°C 5 segundos
30 ciclos 51°C 15 segundos

720C 15 segundos
Extension final 72°C 10 minutos
Mantenimiento 4°C o

Tabla 2. Condiciones de la PCR para obtener la construcciéon del bloque U6-gARN-5"/3-
H1-gARN-3".

Se clonaron las cuatro gARN que flanquean Ea por parejas (gARN-5":
gARN1 o gARN3 y gARN3": gARN2 o gARN4) en las cuatro posibles
combinaciones: gARN1-gARN2, gARN1-gARN4, gARN3-gARN2 y gARN3-
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gARN4. Una vez se obtuvieron los cuatro productos de PCR se tomaron 2,5 uL.
de cada muestra para ser analizadas en un gel de agarosa al 2%. Las bandas
resultantes se purificaron usando el kit “GeneJET Gen Extraccion kit” (Ko691,
Thermo-Fisher Scientific) y posteriormente se secuenciaron usando el
oligonucleotido U6-F (Tabla 1).

Los amplicones resultantes fueron insertados en el plasmido px458.
Este plasmido permiti6 el clonaje de los bloques con las gARN mediante un
unico sitio para el enzima de restriccion Bbsl para la expresion de las guias
junto con CAS9 y GFP. Para ello se realiz6 una digestién con la enzima BbsI
(Bbsl, Ro539, New England Biolabs) a 37°C toda la noche para asegurarse de
que se produce una linealizacién completa del plasmido. Al dia siguiente se
inactivo la enzima aumentando la temperatura hasta los 65°C segin indican
las instrucciones del fabricante y se purifico el plasmido digerido después de

ser sometido a electroforesis y purificaciéon desde agarosa.

Para introducir cada amplicén con las dos gARN en el plasmido px458
se realizo una reaccion de fusion siguiendo las instrucciones recomendadas por

el kit (Precision X Multiplex gRNA Cloning Kit) de la siguiente manera:

1. Vector linealizado (10-100 ng/uL) 1 uL
2. Inserto de PCR (20-200 ng/uL) 1uL
3. dH.0 x uL hasta 50
4. 5X master mix 2 uL.

Esta reaccion se dejo 5 minutos a TA, seguido de 10 minutos en hielo.
Se hicieron en paralelo reacciones de control positivo (con un vector y un
inserto de 500 pb que vienen con el kit) y negativo (con 10-100 ng/uL de

nuestro vector linealizado, pero sin inserto de PCR).

El siguiente paso fue realizar una transformacion bacteriana para aislar
los plasmidos obtenidos. Para crecer las bacterias en placas de agar con
ampicilina se plaquearon 50 pL y 100 pL de bacterias E. coli DH5a
transformadas con cada construccion. Se crecieron 3 colonias obtenidas de
cada transformacién y posteriormente se purificaron los plasmidos tras crecer
las bacterias en 5 mL de medio LB con ampicilina a 100 pg/mL utilizando el

kit “QUIaprep spin miniprep kit” (Qiagen). El plasmido purificado fue
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secuenciado con el oligonucle6tido U6-F (Tabla 1) en la Unidad de Gen6mica
del IPBLN.

Una vez comprobadas las secuencias de los insertos, se hizo una
purificacion de los plasmidos a mayor escala desde un cultivo de bacterias
crecidas en 200 mL de medio LB con 100 pg/mL de ampicilina y columnas de

“Midiprep”. Estos plasmidos fueron utilizados para la delecién de Ea.

8.1.2) Transfeccion de células Jurkat para la delecién de Ea

Se transfectaron 10° células para cada plasmido px458 conteniendo
cada una de las combinaciones de dos gARN flanqueantes de Ea. También se
realiz6 un control de transfeccion sin plasmido. Las transfecciones se
realizaron utilizando el electroporador Nucleofector y el kit de transfeccién
Cell Line Nucleofector Kit V (VCA-1003, Lonza). Para ello las células se
centrifugaron durante 5 minutos a 1.500 rpm a 4°C. Mientras tanto se prepar6
una placa de 6 pocillos con 4,5 mL de medio completo en 4 pocillos, uno para
cada punto de transfeccion de las cuatro combinaciones de dos gARN
flanqueantes de Ea. Las células se resuspendieron en 82 yL. de tamp6n Vy 18
uL del suplemento del kit. Tras la resuspension, las células se introdujeron en
las cubetas de electroporacién del kit sumergidas en hielo. La electroporacion
se realizo con el programa X-005 (que tras unas pruebas fue el programa que
mayor eficiencia de transfeccién ofrecia). Rapidamente en la cabina de flujo
laminar se afiadieron 500 uL de FBSi a cada cubeta y la suspension celular se
paso6 a un pocillo de la placa preparada anteriormente, la cual se incub6 a 37°C
y 5% de CO..

Tras 24 horas de incubacion, se recogieron los 4,5 mL de cada pocillo,
se centrifugaron las células y se resuspendieron en 500 puL de tampén de
tincion para células vivas estéril (ver el apartado 4 de esta seccidén). Se
prepararon también los tubos de recogida para citometria de flujo con 500 pL
de iFBS, 500 puL de medio completo y 20 pL de penicilina/estreptomicina
10.000 unidades/mL. El 3% de las células GFP+ con mayor intensidad de
fluorescencia fueron separadas por citometria de flujo en el separador celular.
Las células recogidas se centrifugaron y se incubaron en una placa de 6 pocillos

con 5 mL de medio completo/pocillo a 37°C y 5% de CO.. Al dia siguiente las
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células se contaron y se diluyeron al limite (60 células/12 mL de medio
completo aproximadamente) para plaquear <1 célula/pocillo en pocillos de
placas de 96 pocillos de fondo plano con 100 pL. de medio RPMI-1640
completo/pocillo. En la preparaciéon del medio se utiliz6 también medio
condicionado proveniente del cultivo de células Jurkat en estado exponencial,
para favorecer el crecimiento de las células, en una proporcion de 40% de
medio condicionado y 60% de medio fresco. Las placas con los clones se
dejaron expandiendo a 37°Cy 5% de CO. durante 2-3 semanas, afiadiendo 100
uL adicionales de medio completo fresco a los 5 dias y renovandolo cada 3-5
dias segtin fuese necesario. Una semana después del plaqueo se revisaron las
placas en busca de los clones. Cuando al menos el 60% de la superficie de los
pocillos estuvo cubierta de células se realizaron réplicas de las placas pasando
40 pL de cada pocillo a una placa nueva con 100 uL de medio fresco por pocillo.
Los 160 puL restantes de las placas originales se usaron para aislar el ADN de

esos clones y proceder a su genotipado.

8.1.3) Genotipado de clones Jurkat

El sobrenadante de los pocillos fue aspirado con vacio y la punta de una
micropipeta de 200 pl. Las células quedaron adheridas al fondo del pocillo y
fueron lisadas con 20 puL de un tampoén de lisis con 0,4 pg de proteinasa K
(32181, Intron Biotecnology) en solucién TNES: 100 mM, Tris pH:8, 5 mM
EDTA, 200 mM de cloruro de sodio y 0,2% de SDS (sodium dodecyl sulphate).
Los lisados se transfirieron a tubos de 0,2 mL para incubarlos en un
termociclador durante 30 minutos a 65°C y 10 minutos a 98°C. Después de
una breve centrifugacién, se afiadieron 180 pL de agua Milli-Q para tener un
volumen final de 200 pL. Estos lisados fueron usados para realizar
genotipados por qPCR para la deteccion de la presencia de Ea con los

oligonucleotidos Eadel-F2/R2 y hTa3/Ta4 (100,131).

Las secuencias de los oligonucle6tidos usados para los genotipados se
muestran en la tabla 1, asi como una representacion de su lugar de anillamiento
y direccion de amplificacion (Figura 14), representando en color rojo la zona

que contiene Ea.
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Figura 14. Lugar de anillamiento y orientacién de los oligonucleétidos utilizados sobre la
secuencia genémica humana. En color rojo se muestra la zona de delecién de Ea. Se utilizaron los
oligonucledtidos EadelF2/R2 y Ta3/Ta4 (Tabla 1).

Para la realizacion de las qPCR de los genotipados se us6 1 puL de cada
lisado en un volumen total de 10 uL de reaccién que llevaba 5 pL de la mezcla
“Bio-rad iTaqUniversal Sybr Green Supermix” 2X (1725122, Bio-Rad) y 0,5 pL.
de cada oligonucle6tido 10 mM. Se realizaron duplicados de qPCR para cada
lisado y se analizaron en el termociclador Bio-Rad CFX-96 System en las

condiciones mencionadas en el apartado correspondiente a la técnica qPCR.

El ADN gendmico de los lisados celulares fue purificado mediante una
extraccion con fenol (0945-400mL, Amresco), fenol/cloroformo y cloroformo
(1.02445.1000, Merck) seguido de una precipitacién en etanol a 4°C y
disolviéndose finalmente en 100 pL de agua Milli-Q. Para visualizar la delecion
del enhancer en geles de agarosa se realizaron reacciones de PCR
convencionales en reacciones de 50 ul con 8 puL. de ADN gendémico, 0,4 uL de
la polimerasa de ADN Dream Taq (EP0702, Thermo Fisher Scientific), 5 uL de
tampoén 10X, 1 uL. de ANTPs 10 mM y 4 uL a 10 mM de cada oligonucleotido
Eadel-F2/R2 que flanquean a Ea. Las condiciones de la PCR fueron las que se

muestran a continuacion en la tabla 3.

2 uL. de cada PCR fue analizaron analizados en geles de agarosa al 1% y
el ADN gendémico de los clones con la delecién fue secuenciado con los
oligonucleotidos Eadel-F2 y R2. Los clones Eat/- obtenidos fueron testados
por citometria de flujo usando el anticuerpo para FITC-TCRP humano y

clasificados en 2 grupos, los que expresaban y los que no expresaban el TCRaf3.

Paso Temperatura Tiempo
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Desnaturalizacion inicial | 952C 3 minutos

95eC 30 segundos
40 ciclos 602C 30 segundos

72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos
Mantenimiento 4°C oo

Tabla 3. Pasos de PCR convencional.

8.2 Generacidn de clones Jurkat Ea-/-

Para generar clones Ea”/- se parti6 de 10° células de uno de los clones
Ea*/-, clon IV.16, con expresion del TCRaf y obtenido usando las gARN mas
externas (gARN3 y gARN4). Para delecionar Ea en el alelo intacto se us6 el
plasmido pX458 con las guias méas internas, gARN1 y gARN2, ya que asi solo
podian reconocer el alelo que contiene el enhancer restante. Se us6 la misma
estrategia de transfeccion descrita mediante el uso del electroporador
Nucleofector (Lonza), siguiendo los pasos descritos anteriormente. 24 horas
después de la transfeccion se sortearon el 3% de las células GFP+ con mas
brillo, que fueron cultivadas un dia para que se recuperaran antes de realizar
diluciones limite en placas de 96 pocillos de fondo plano usando medio

condicionado y medio fresco en una proporcion 50/50.

Los clones que crecieron fueron lisados y analizados para localizar la
ausencia de Ea mediante qPCR con los oligonucle6tidos Ta3/Ta4 siguiendo
los mismos pasos y en las mismas condiciones descritas anteriormente. Los
clones con la delecion fueron analizados para la expresion del TCRaf
realizando una tincién con el anticuerpo FITC-TCR[3 humano y observando la
pérdida de la expresion de TCRa3 mediante citometria de flujo. La estructura
exacta de la delecion fue determinada mediante secuenciacion de los
amplicones de PCR de mayor tamano obtenidos con ADN gen6mico y los

oligonucleotidos Eadel-F2/R2
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9. Transformacion bacteriana y purificacion de plasmidos

Se transformaron bacterias competentes Escherichia coli cepa DH5a
comerciales (XL-1-BLUE-Competent E. coli, Agilent Technologies) para el
crecimiento del plasmido px458 (Addgene, referencia 48138) y sus derivados
conteniendo las gARN de interés. Antes de empezar se descongel6 el medio
SOC (Super Optimal Broth with Catabolic repressor) y se pusieron en marcha
dos termobloques con movimiento (Eppendorf), uno a 37°C y otro a 42°C. Se
incub6 1 uL (aproximadamente 1ug) de cada plasmido junto con las bacterias
competentes durante 15 minutos. Después se someti6 a las bacterias a un
choque térmico de 45 segundos a 42°C, seguido de una incubacién de 2
minutos en hielo (a 42°C se abren los poros y entra el plasmido, en hielo se
cierran y se recuperan las bacterias del choque térmico). Después se afiadieron
300 uL de SOC. A continuacidén, se incubaron las bacterias durante 1 hora a
37°C en movimiento. 10 uL y 100 pL de bacterias transformadas fueron
sembradas con un asa de Henle en placas de agar con ampicilina a 100 pg/mL.

Las placas se incubaron invertidas a 37°C durante toda la noche.

Al dia siguiente se picé una colonia aislada que se sembro en un vial con
5 mL de medio LB y 100 ug/mL de ampicilina y se incub6 durante 1 - 2 horas
a 37°C en movimiento (180 rpm). Este cultivo puede usarse para hacer una
minipreparacion de plasmido dejandolo crecer hasta el dia siguiente
(miniprep). Si lo que se quiso era una preparacion a media escala (midiprep),
cuando el vial de 5 mL se vio turbio por crecimiento bacteriano se pasoé el
contenido a un matraz de 2 L. con 500 mL de medio LB con 100 pg/mL de

ampicilina que se dejé incubar toda la noche a 37°C a 180 rpm.

9.1 Midipreps

Para la realizacion de midipreps se utiliz6 el kit “NucleoBind Xtra Midi
Prep” (Macherey-Nagel). Para ello, se centrifugaron las bacterias durante 30
minutos a 6.000 rpm a 4°C en una centrifuga J2-MC con un rotor JA-14

(Beckman). Tras terminar la centrifugacion se retir6 el sobrenadante y se
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siguio6 el protocolo recomendado. Primero se resuspendio el precipitado de
bacterias en 8 mL de tamp6on de resuspension RES. Posteriormente se
afiadieron 8 mL de tampon de lisis LYS y se incub6 5 minutos a TA (el lisado
adquiri6 un tono azul). En estos 5 minutos se prepar6 la columna para el
aislamiento del pldsmido mediante la adiciéon de 12 mL del reactivo de
equilibraciéon EQU. Al tubo con la mezcla azul se le afiadieron 8 mL de la
solucion de neutralizacion NEU y se echo el contenido del lisado a la columna
lentamente por los bordes para evitar su saturacion. Después que hubo pasado
el lisado se anadieron 5 mL de reactivo EQU. A continuacién, se anadieron 8
mL del tampo6n de lavado WASH para lavar el filtro. A continuacion, se puso
un tubo de recogida bajo la columna y se eluy6 el plasmido con 5 mL de reactivo
de eluciéon ELU. Al plasmido eluido se le afiadieron 3,5 mL de isopropanol para
precipitarlo, y se centrifugd durante 1 hora a 4.000 rpm a 4°C en una
centrifuga de mesa. Se eliminé el sobrenadante con cuidado, se lavo el
precipitado con 2 mL de etanol al 70% y se volvi6 a centrifugar durante 10
minutos a 4.000 rpm a 4°C. Se dejo secar el precipitado y se resuspendi6 en
500 uL de agua MilliQ en un tubo de 1,5 mL. La concentracion del plasmido se
cuantific6 mediante espectrofotometria en un nanodrop 2000 y se guardo a -

20°C.

9.2 Minipreps

Con el objetivo de purificar y obtener una pequena cantidad de plasmido
para la comprobacion de su correcta estructura mediante secuenciacion se
realizaron minipreps. Para la realizacion de estas preparaciones de plasmido a

pequena escala se uso el kit comercial “QUIaprep spin miniprep” (Qiagen).

Para ello, se centrifugaron las bacterias en tubos de 1,5 mL a 8.000 rpm
a TA durante 3 minutos en una minifuga. Se eliminé el sobrenadante y se
repitio este paso una vez mas en los mismos tubos. El precipitado resultante
de las dos centrifugaciones se resuspendio en 250 uL del tampon P1. Después
se anadieron 250 uL del tampén P2 y se mezclo por inversion 4-6 veces. Tras
esto se anadi6 el tampon N3 y se mezcl6 inmediatamente por inversion 4-6
veces hasta que tomd un aspecto nuboso. El siguiente paso fue centrifugar 10

minutos a 13.000 rpm a TA en una minifuga. El sobrenadante se afiadi6 a las
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columnas del kit y se realiz6 una centrifugacion de 30-60 segundos a 13.000
rpm (spin) para que el liquido pasase a través de la columna. Se afiadi6 0,5 mL
de tampén PE para lavar y se hizo un spin similar al anterior. Se aadi6 0,75
mL de tampén PE de nuevo, se dio otro spin y se tir6 el tubo usado con el
liquido. Se puso otro tubo de 1,5 mL bajo la columna, se anadieron 50 uL de
tampoén de elucion EB, se incub6 1 minuto y se centrifugd otro minuto a 13.000
rpm a TA en una minifuga. En el liquido que quedo en el tubo estaba el

plasmido purificado.

10. Preparacion de muestras para secuenciacion

Para secuenciar el inserto con las guias en los plasmidos pX458 se
utiliz6 el oligonucle6tido U6-F (tabla 1), que hibrida justo antes de la zona que
Sse quiere secuenciar.

1. Primer U6-F 0.7 uL.

2. 500 ng de ADN x uL.
3. H,O milliQ hasta 12 pL.

Para la secuenciacion de los clones el procedimiento fue el mismo, pero
se sustituyo el oligonucleotido U6-F por los oligonucle6tidos Eadel-F2 y R2
(Tabla 1), por lo que obtuvimos 2 secuencias (una desde cada extremo del
amplicon) para cada clon seleccionado. La secuenciacion Sanger por capilares

se realizo en la Unidad de Genomica del IPBLN.

11. 4C-seq

La técnica 4C-seq (captura de conformaciéon cromosdémica circular)
deriva del método 3C (captura de conformacion cromosémica) que se usa para
detectar todas las regiones genomicas que interactian con una region de
interés o “anzuelo”. Para ello se emplean PCR inversas y la secuenciacion
masiva para amplificar, identificar y cuantificar los fragmentos de ADN
asociados a una region gendémica determinada. Para realizar el método se

sigui6 el protocolo detallado y descrito por de Laat, W., et al. (146).
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Se obtuvieron 107 timocitos de ratones Rag2-/- que habian sido tratados
10 dias antes del sacrificio con una inyeccién intraperitoneal con 150 pL de
PBS con 150 pg del anticuerpo CD3e (clon 145-2C11) (100363, Biolegend). Por
otro lado, se aislaron 107 linfocitos CD3* purificados por citometria de flujo

desde esplenocitos totales de ratones de la cepa C57BL6.

Ambas muestras, por separado, fueron resuspendidas en 5 mL de medio
RPMI-1640 con un 10% de iFBS y tratadas con 5 mL de formaldehido (15710,
Electron Microscopy Sciences) al 4% recién preparado en RPMI-1640 con 10%
de iFBS (quedando una concentracion final de 2% de formaldehido) para
entrecruzar las proteinas y los acidos nucleicos de las células. Se mezcl6 la
suspension celular invirtiendo el tubo y se incub6é 10 minutos a TA en
movimiento. Las reacciones se pararon anadiendo glicina 1M fria, quedando
auna concentracion final de 0,125 M y se pasaron las células a hielo. Las células
se centrifugaron a 4°C durante 5 minutos a 1.800 rpm en una y posteriormente
se resuspendieron en 1 mL de PBS frio para pasarlas a tubos de 1,5 mL. Se
volvieron a centrifugar las células a 4°C durante 5 minutos a 1.500 rpm y se
lisaron anadiendo 1 mL de un tampén de lisis frio recién preparado (150 mM
de NaCl, 50 mM de Tris pH: 7,5, 0,5% de NP-40, 1% de Triton X-100, 5 mM de
EDTA e inhibidores de la proteasa “Complete EDTA Free” (Roche) e incubado
20 minutos en hielo. De esta forma se lisaron las membranas celulares, pero

no sus nucleos.

Para recoger los nicleos se centrifugd el lisado a 4°C durante 5 minutos
a 1.500 rpm en una centrifuga de mesa, quedando los nicleos en el fondo del
tubo. Se realiz6 un lavado con 0,5 mL de tampon de enzima de restricciéon al
1,2X (RE1): tampon #2 para HindIII y tampoén #3.1 para Dpnll (New England
Biolabs). Después se resuspendieron los nuacleos en 0,5 mL del tampoén de la
enzima de restriccion correspondiente al 1,2X, se calent6é hasta 37°C y se
anadi6 SDS al 10% quedando con una concentracion final de 0,3% para lisar
los ntcleos. Los lisados se incubaron en movimiento a 37°C durante 1 hora y
después se aniadi6 Triton X-100 con una concentracion final de 2,5% y se
incub6 de nuevo 1 hora a 37°C en movimiento para eliminar el efecto
desnaturalizante del SDS. Posteriormente, se anadieron 10 pg de HindIII

(200U) o de DnplI (100U) (Ro104 y R0543, New England Biolabs) para digerir
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la cromatina en una reaccion que se incub6 durante 3 a 4 horas a 37°C en
movimiento. Se volvi6 a anadir las enzimas y se repiti6 la incubaciéon durante
toda la noche. Las enzimas se inactivaron con incubacion a 65°C (HindIII) u

80°C (DnplII) durante 20 minutos.

Para ligar los productos gendémicos que permanecen cercanos y generar
una libreria 3C, las muestras se pasaron a tubos de 50 mL y se anadieron 700
uL de tampon 10x de la ligasa T4 (660omM de Tris pH: 7,5, 50 mM de MgCl.,
50 mM de DTT y 10 mM de ATP), 10 uL de ligasa del ADN T4 (4,000 U)
(Mo20, New England Biolabs) y agua libre de nucleasas hasta los 7 mL. Las
muestras se incubaron toda la noche a 16°C. Al dia siguiente se ahadieron a las
muestras 7 uL. de ATP 0.1M y 10 uL de ligasa del ADN T4 tras lo cual se
volvieron a incubar 6 horas a 16°C. Después se anadieron 70 uL de proteinasa

K20 mg/mLy se incubaron toda la noche a 65°C.

Para recuperar el ADN se realizd6 una extraccion con fenol,
fenol/cloroformo y cloroformo como se ha explicado previamente, pero
dejando precipitar el ADN a -20°C durante toda la noche después de anadir
700 uL de acetato de sodio 3M y pH4,5, 8mL de isopropanol y 40 ug de
GlycoBlue (Thermo Fisher Scientific), un coprecipitante de acidos nucleicos
que visibiliza el precipitado gracias a su colorante azul. Al dia siguiente se
realiz6 una centrifugacion de 1 hora a 4°C y 12.000 rpm en una minifuga para
terminar de precipitar el ADN y lavarlo posteriormente con etanol frio al 70%.
El ADN resultante se resuspendié en 200 uL de agua libre de nucleasas y se
purifico con columnas Anmicon 30k (Millipore), resuspendiendo el producto

final en 450 uL de agua libre de nucleasas.

Después se afiadieron 50 puL de tampo6n Cutsmart 10X y 15 uL. de enzima
Bfal (150 U) (Ro568, New England Biolabs) a cada muestra y se incubaron 6
horas a 37°C y en movimiento. Tras ese tiempo se volvieron a afiadir 15 pL de
Bfal y se dej6é incubando toda la noche a 37°C en movimiento. La enzima se

inactivo al dia siguiente dejando las muestras a 80°C durante 20 minutos.

En tubos de 50 mL se realiz6 una segunda ligacién para circularizar los
fragmentos afadiendo 500 pL de tampoén de ligasa de ADN 10X, 10 uL de
ligasa de ADN T4 y agua libre de nucleasas hasta los 5 mL de volumen final

dejando la reaccién en incubacién toda la noche a 16°C. El siguiente paso fue
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anadir 5 p de ATP 0,1 M y 10 pL de ligasa de ADN T4, dejando las muestras de
nuevo en incubacion durante 6 horas a 16°C. E1 ADN de las muestras se extrajo
con fenol, fenol/cloroformo y cloroformo, se precipité afnadiendo 500 uL de
acetato de sodio 3M a pH 4,5, 6 mL de isopropanol y 40 ug de GlycoBlue,
incubandose toda la noche a -20°C. Al dia siguiente se centrifugaron las
muestras durante 1 hora a 4°C y 12.000 rpm en una minifuga, se lavd con
etanol frio al 70%, se resuspendi6 la muestra en 200 pL de agua libre de
nucleasas y se purifico el ADN con columnas Amicon 30K, resuspendiendo el
ADN purificado en 450 pL de tampén TE (Tris 10 mM a pH 7,5 y EDTA 0.1
mM).

Pasos Temperatura Tiempo
Incubacién 94eC 2 minutos
94eC 10 segundos
16 ciclos 60°C 1 minuto
682C 3 minutos
Incubacién 682C 5 minutos
Incubacién 4°C oo

Tabla 4. Condiciones 12 tanda PCR 4C-seq.

Cada conjunto de muestras se amplifico en dos rondas de PCR inversa para
cada una de las 4 regiones usadas como anzuelo. Los oligonucle6tidos se
obtuvieron de IDT y se muestran en la tabla 1. La primera tanda de PCR se
realiz6 en 8 reacciones independientes de 50 puL que contenian 200 ng de ADN
molde, 1 uL. de dNTPs 10 mM, 5 pL del oligonucleétido “reading” 5 mM, 5 pL
de oligonucle6tido “nonreading” 5 mM, 0,7 ul. ADN polimerasa (Expanding
Long Template Polymerase) (11681842001, Sigma-Aldrich), 5 uL. de tamp6n 1
10x y agua libre de nucleasas hasta 50 pL. Las condiciones de esta PCR se

muestran en la Tabla 4.
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Las muestras de la PCR se juntaron y se hicieron alicuotas de 50 uL en
tubos para purificar el ADN usando las columnas “Quiaprep 2.0 spin” (Qiagen)

y eluyéndose posteriormente en 100 pL de Tris 10 mM y pH 8,5.

La segunda tanda de PCR se realiz6 en 4 reacciones independientes de
50 uL con 5 uL. de ADN purificado de la PCR realizada anteriormente, 1 puL de
dNTP 10 mM, 5 pL de “universal-index primer”, conteniendo el
oligonucleotido Universal A o B y uno de los 16 oligonucle6tidos Index (Tabla
1), 0,7 uL. de ADN polimerasa (Expanding Long Template Polymerase), 5 uL
de tampon 1 10x y agua libre de nucleasas hasta los 50 pL. Las condiciones de

esta segunda tanda de PCR se muestran a continuacion en la tabla 5:

Pasos Temperatura Tiempo
Incubacién 94°C 2 minutos
94eC 10 segundos
20 ciclos 60°C 1 minuto
682C 3 minutos
Incubacién 682C 5 minutos
Incubacién 4°C oo

Tabla 5. Condiciones 22 tanda PCR 4C-seq.

Las muestras de la segunda PCR se juntaron en una sola, se mezclaron
y se purificaron usando columnas “Qiaprep 2.0 spin” y el ADN resultante se
eluy6 en 100 pL de agua libre de nucleasas. La cantidad de ADN purificado se
midié con el espectrofotbmetro NanoDrop 2000 y por medio de un gel de
agarosa al 1,5%. Las muestras se juntaron en una sola con una concentracion
similar de cada una y se secuenciaron usando el secuenciador NextSeq 500

(Illumina) con lecturas de 75 pb.

El anAlisis de las lecturas se realiz6 en el Servicio de Bioinformaética del IPBLN.
Se creb un archivo fastq para cada combinacion de oligonucleotidos. Antes de
realizar el estudio bioinformatico se realizé un analisis de la calidad usando el

software fastqc (147). Este analisis mostré una media de calidad de 33,1 y un
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valor de un 88% de las muestras con un indice Q>30. Se us6 cutadapt (148)
para eliminar las lecturas con una calidad inferior a 20 (parametro minimo de
calidad). Los archivos que quedaron se analizaron con el programa “pipe4C
analysis pipeline” (146). El programa pipeline necesita lecturas en formato
FASTQ (comprimidas) y experimentos con parametros especificos para cada
experimento 4C-seq organizada en archivos para cada anzuelo. Para ello, las
lecturas primero se escanearon desde el lado 5” hasta la presencia del primer
motivo RE. Por lo general, mas del 90% tendra este motivo y en nuestro caso
fue del 100%. Posteriormente, todas las lecturas se recortaron desde su
extremo 5, dejando intacto el motivo RE. Después se recortaron las lecturas y
se alinearon con el genoma de referencia de raton C57BL6 mm10o de UCSC
usando Bowtie2 (149). Una vez alineados, como los extremos de los
fragmentos de restriccion son las unidades mas pequefias que se pueden
mapear de los experimentos 4C, el pipeline cuenta las lecturas por extremos
de fragmento. Lo que hace el pipe4C es crear in-silico una biblioteca de
extremos de fragmentos para determinar que fragmentos se asignan de forma
unica al genoma de referencia con el tamaino proporcionado y después cuenta
las lecturas del mapeo hasta los extremos de dicho fragmento. Las lecturas por
extremos de fragmento se normalizaron para tener en cuenta la profundidad
de la secuenciacion de la biblioteca 4C-seq, superponiendo todas las lecturas
asignadas al cromosoma que contiene cada anzuelo. La superposicion asegura
que la suma total de las lecturas realizadas sea de 1 millon. Después de la
normalizacion, los datos 4C mapeados se suavizaron promediando una media

de extremos de fragmentos.

12. Analisis estadisticos

Los anélisis estadisticos se realizaron usando el programa Prism 5.0
(Graphpad). Se han realizado un minimo de tres experimentos independientes
para cada caso de estudio. El nimero de experimentos independientes
realizados (n) se indica en las leyendas de las figuras. Se us6 la prueba t-
Student no apareado de dos colas no paramétrica con correccion de Welch

como se indica usando el programa GraphPad Prism. Los valores de p que
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indican significacién estadistica se representan mediante asteriscos de la
siguiente manera: p<0,05 (*), p<0,005 (**) y p<0,0005 (***). La ausencia de
asterisco indica que el cambio relativo al control no fue estadisticamente

significativo.
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RESULTADOS

1. La transcripcion del gen reordenado de la cadena TCRa depende de
Ea en linfocitos T aff

La senal mediada por el pre-TCR en timocitos DN3a durante la
seleccion-f es responsable de la activacion de la transcripcion no codificante
dependiente de Ea de los segmentos génicos Ja en timocitos DP, mientras que
la sefial mediada por el TCRaf en timocitos DP durante la seleccion positiva

produce la reduccion de estos transcritos en timocitos SP y linfocitos T af3

(60,94).
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Figura 15. Transcripcién no codificante dependiente de Ea del gen Tcra durante el
desarrollo de los timocitos. (A) Analisis de los transcritos Ja - Ca indicados en timocitos de ratones
Ragz/-, Rag2/- x Btg y Rag2"/-x ftg x Ea/~. (B) Analisis por RT-qPCR de los transcritos Ja-Ca indicados
en timocitos y linfocitos T de ratones Rag2-/- x DO11.10 (n=4). Los resultados se normalizaron usando la
transcripcion del gen Actb como normalizador y representan la media +SEM de los duplicados de la RT-
qPCR de n experimentos independientes. Se usé la prueba t-Student no paramétrica con datos no
pareados y correccion del Welch; los valores de p se representan con asteriscos de la siguiente manera:
P<0,05 (¥), p<0,005 (**) y p<0,0005 (***).
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Como se esperaba, teniendo en cuenta los datos previos (22,47,59,87),
se observaron altos niveles de transcritos de Traj61 - Ca y Traj58 - Ca en
timocitos DP de ratones Rag2-/-x Ptg, mientras que estos mismos transcritos
estaban ausentes en timocitos DN3a de ratones Rag2-/-y en timocitos DP de
ratones Rag27/-x Btg x Ea/- (Figura 15 A). Estos transcritos constituyen la
mayoria de transcritos Ja-Ca y Ca derivados del gen Tcra no reordenado en

timocitos DP (47,59,87).

En consonancia con datos previos de inhibicién de Ea en linfocitos T
aB (94), hemos observado una reduccion del 85% en la transcripcién no
codificante de Traj61 - Ca y Traj58 - Ca en células T aff comparada con la
transcripcidon observada timocitos DP de ratones Rag2/- x DO11.10 (Figura 15
B). Estos resultados confirman los datos previos (23,94), indicando que la
actividad transcripcional de Ea estudiada en el contexto del gen Tcra no
reordenado esta fuertemente regulada durante el desarrollo de las células T,
estando activada en timocitos DP y fuertemente inhibida en linfocitos T af3. De
acuerdo con los datos previos (94), la magnitud de la transcripcion total del
gen Tcra reordenado en timocitos DP y en linfocitos T a3 de ratones WT,
medidos como transcritos de Ca, son similares a los del gen Tcra no

reordenado en timocitos DP de ratones Rag2-/- x tg (Figura 16).
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Figura 16. Transcripciéon del gen Tcra en timocitos y linfocitos T de ratones wild-type
(WT). Transcripcién de Ca en timocitos de ratones WT, Rag27/-y Rag2-/- x ftgy en linfocitos de ratones
WT. (n=6). Los resultados se normalizaron usando la transcripcién del gen Actb como normalizador y
representan la media + SEM de los duplicados de la RT-qPCR de n experimentos independientes. Se us6
la prueba t-Student no paramétrica con datos no pareados y correcciéon del Welch.
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Estos resultados indican que la fuerte inhibicion de Ea en linfocitos T
af no impide que el gen Tcra reordenado se transcriba eficientemente. Estos
datos previos sugirieron la posibilidad de que Ea podria no ser necesario para

la normal transcripcién del gen Tcra reordenado en células T aff maduras (94).

Ea es un regulador en cis que promueve la transcripcion no codificante
de Ja y la recombinacion VaJa en timocitos DP (22). Debido a su importante
papel en la expresion de la cadena TCRa, en los ratones Ea~/- la generacion de
las células T aff queda comprometida, observandose una reducciéon del namero
de estas células de unas 20 veces en bazo (22). Las pocas células T af presentes
en los ratones Ea”/- provienen de unos reordenamientos que siempre
comprenden segmentos génicos de la familia Travi4, células T Vaz2+ (22), y se
deben a unos escasos reordenamientos VaJa dependientes de ES que ocurren
en timocitos DN3a, y que solo son observables en ratones Ea~/- (130). Aunque
hay diversos reordenamientos VaJa dependientes de ES en timocitos DN3a,
solo sobreviven los que contienen reordenamientos productivos Travi4 - Ja
en timocitos DP Ea/-, ya que tienen la suficiente expresion de la cadena TCRa
para pasar la seleccion positiva y permitir su maduracion a linfocitos T af8. La
transcripciéon del gen Tcra reordenado en linfocitos T Ea”/- se debe a una
activacion independiente de enhancer de los promotores de los segmentos
Travi4, ya que tanto Ea como ES estan ausentes en ambos alelos del gen Tcra

en los ratones Ea/.

Para analizar con claridad la importancia de Ea en el contexto de los
reordenamientos Travi4 - Ja en ratones Ea”/-, aislamos las células Va2+
presentes ratones WT y Ea~/- (Figura 17A) y comparamos la transcripcion de
Cay de los reordenamientos Travi4 - Ja en linfocitos Va2+y Va2- de ratones
WT y Ea/- (Figuras 17B y C).
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normalizaron mediante el analisis de los transcritos del gen Actb como normalizador y representan la
media + SEM de los duplicados de la RT-qPCR de n experimentos independientes. Se us6 la prueba t-
Student no paramétrica con datos no pareados y correcciéon del Welch, los valores de p se representan
con asteriscos de la siguiente manera: p<0,05 (*) y p<0,0005 (¥**).

Los niveles de transcritos Ca fueron similares en linfocitos T Va2+y
Va2- de ratones WT (Figura 17B), indicando que la transcripcion del gen Tcra
reordenado mediada por los promotores de Travi4 en presencia de Ea es
comparable a la mediada por otros promotores Va. A pesar de la expresion lo
suficientemente alta de la cadena TCRa para pasar la selecciéon positiva y
permitir la maduracion de los timocitos DP a linfocitos T aff maduros en
ausencia de Eq, los niveles de Ca presentes en linfocitos T de bazo de ratones
Ea/- se encuentran altamente reducidos seglin estudios previos (22). De
acuerdo con estos datos, nuestros datos confirmaron que los niveles de los
transcritos de Ca en células T Va2+ de ratones Ea/-mostraban un descenso del
90% comparados con los de ratones WT (Figura 17B) indicando que la
contribucién de Ea para la transcripcion del gen Tcra reordenado mediada por
los promotores de Travi4 es necesaria para la expresion normal de este gen,
incluso en el caso de estar iniciada por accion de los promotores Travi4. Para
analizar inequivocamente la contribucion de Ea a la transcripcion del gen Tcra
reordenado, sin interferencias de transcritos de los alelos no reordenados
presentes en las células T Va2+ Ea/-, las cuales quedan incluidas al analizar los
transcritos totales de Ca, comparamos los transcritos Travi4 - Ca en linfocitos
T Vaz2+ de ratones WT y Ea/- (Figura 17C). Acorde a los resultados que se
obtuvieron del analisis de los transcritos Ca, encontramos que la abundancia
de los transcritos Travi4 - Ca de linfocitos T Va2+ Ea/- estaba muy reducida
al compararla con la presente en los linfocitos T Va2+ de ratones WT. Estos
datos amplian los anteriormente publicados (22,130), indicando que Ea
también es necesario para la transcripcion normal de los alelos del gen Tcra

derivados de los reordenamientos productivos Travi4 - Ja.

La presencia de las subunidades TCRa, TCRf y CD3 es necesaria para
la expresion eficiente y regulada del TCRaf} en la membrana celular durante el
desarrollo de las células T (150—152). De acuerdo con la presencia reducida de
los transcritos Travi4 reordenados y Ca en células T Ea”/- Va2+ comparada
con las células T WT Va2+, la expresion en superficie del TCRaf3 y de Va2 en

células T Ea/- Va2+ se encuentra reducida comparada con la observada en
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células T WT Vaz+ (Figuras 17D y E). Asimismo, también se observé una
reduccion de la expresion de TCRaf} en los timocitos con altos niveles de
expresion (los cuales representan a los timocitos SP que han pasado la
seleccion positiva), asi como de los que expresan niveles medios de TCRaf3
(que representan a los timocitos DP) en ratones Ea-/- comparados con ratones
WT (Figura 17F). Estos resultados concuerdan con datos previos (22) e indican
que la transcripcion reducida se los segmentos génicos Travi4 en ratones Ea-
/- se manifiesta con un namero reducido de complejos TCRaf3 en la membrana
de los timocitos DP, SP y linfocitos T aff. Estos datos confirman el papel
fundamental de Ea en la transcripcion y expresiéon de los alelos Tcra
reordenados, incluyendo aquellos que contienen el segmento génico Travi4 en

timocitos y linfocitos T af.

Los genes de la cadena TCRa de humano y raton tienen una estructura
muy similar, con la secuencia de Ea muy conservada (Figura 18A). Para
ampliar el anélisis de la funcion de Ea en la transcripcién del gen reordenado
de la cadena TCRa en el contexto de otro segmento génico Va y en células
humanas, delecionamos el enhancer en la linea celular Jurkat usando la
técnica de edicion génica CRISPR-Casg (Figura 18B). El fragmento de Ea
delecionado corresponde con el eliminado previamente en la generacion del

raton Ea/- (22).

Elegimos las células Jurkat porque son un modelo celular ampliamente
usado durante décadas para el estudio de la senalizacién mediada por el
TCRaf}, ademas estas células pueden sobrevivir sin expresar el complejo
TCRap en la superficie celular (153—158). Como las células Jurkat presentan
una expresion variable del TCRaf en superficie (159), primero aislamos un
clon Jurkat, llamado clon 4, basado en la expresién media del TCRaf3 medido
por citometria de flujo para poder confirmar las consecuencias fenotipicas de
la delecién de Ea en clones individuales (Figura 19A). Para delecionar Eq, las
células Jurkat del clon 4 se transfectaron con un plasmido derivado del px458
que lleva simultdneamente guias de ARN que flanquean a Ea en 5°y en 3’
usando el electroporador Nucleofector (Lonza). Generamos 4 versiones

diferentes del plasmido px458 con dos gARN flanqueantes cada una: plasmido
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I con los gARNs 1y 3; II con los gARNs 1y 4; III con los gARNs 2 y 3 y IV con

los gARNs 2 y 4 (Figura 18B y Tabla 1).
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Figura 18. Comparaciéon de las secuencias de Ea humano y de ratén y estrategia de ediciéon
CRISPR-Cas9 para la eliminacion de Ea en células Jurkat. (A) Homologia entre la secuencia
superior (ratén) e inferior (humana) de Ea y las zonas circundantes. Los elementos Tai-Ta4, definidos
por la unién de factores de transcripcién, se muestran en rojo. Los sitios CTCF se sefialan en azul. La
secuencia eliminada en ratones Ea~/- se muestra subrayada. Se muestran los sitios de restriccion Pvu-II
(verde) y BamHI (rosa) usados para eliminar Ea en ratones. (B) Secuencia de la region de Ea humano
indicando las regiones Ta1, Ta2, Tas, Ta4, los sitios de union de distintos factores de transcripcion y las
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A

gARN usadas (gARN1 en rojo, gARN2 en naranja, gARN3 en azul y gARN4 en verde). Se muestran los
lugares de anillamiento de los oligonucle6tidos hTa3, hTa4, Eadel-F2 y R2 usados. La region subrayada
indica la regién humana que corresponde con la delecionada en el ratéon Ea-/-.
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Figura 19. Expresion en superficie del TCRap y transcripciéon del gen TCRA reordenado en
clones Jurkat Ea+/- y Ea/-. (A) Expresion en superficie del TCRaf en el clon Jurkat 4 analizada por
citometria de flujo: tincién de anticuerpo de control de isotipo (control) y tincién de anticuerpo TCRf3
(TCRap). (B) Expresion del TCRaf en varios clones Eat/- derivados del clon Jurkat 4 analizados por
citometria de flujo: tincién con anticuerpo TCRf (TCRap). (C) Transcripcién de Ca y del reordenamiento
TRAVS-2 - TRAJ33 en clones Eat/- que expresan y que no expresan TCRaf, analizados por RT-qPCR
(n=6). Los resultados se normalizaron con los transcritos del gen ACTB y representan la media + SEM
de los duplicados de la RT-qPCR de n experimentos independientes. (D) Expresion del TCRaf en los
clones Ea/-1V.16.75 y IV.16.208 derivados del clon Ea*/- IV.16 analizados por citometria de flujo: tincion
con el anticuerpo TCR (TCRap). (E) Transcripcién de Ca y del reordenamiento TRAVS-2 - TRAJ33 en
el clon Ea*/- IV.16 y en los clones Ea”/- IV.16.74 y IV.16.208 analizados por RT-qPCR (n=4-8). Los
resultados se normalizaron con los transcritos del gen ACTB y representan la media + SEM de los
duplicados de la RT-qPCR de n experimentos independientes. Se usé la prueba t-student no paramétrica
con datos no pareados y correccion del Welch, los valores de p se representan con asteriscos de la
siguiente manera: p<0,005 (**) y p<0,0005 (**¥).

Aislamos un total de 18 clones Ea*/-, de entre los 300-600 clones

derivados de las distintas combinaciones de gARN (Figura 18), con diferentes

deleciones monoalélicas del enhancer (Figura 19). La identificacion de los

clones en los que ocurri6 la delecién del enhancer se hizo mediante PCR con
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los oligonucleoétidos Eadel-F2/R2 (Tabla 1). Las secuencias de las deleciones

en los distintos clones Ea*/-obtenidos se presentan a continuacion.

Ea*/- I-CLONES: gARN1/gARN2
I-47

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCACTTGCCTTTGGCAGGTCACTAACCG
CCCACCGCCTCAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTTTCTT
TGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGCAAACTAT
GACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

I-52

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCATCATACACTCGTGCCTTTGGCAGG
TCACTAACCGCCCACCGCCTCAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAAC
CAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTG
TGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

I-253

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCACTTCCCTCCAGGTGGAGCCTTTG

GCAGGTCACTAACCGCCCACCGCCTCAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTA
AGAACCAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAG
TCTCTGTGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

I-279

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCACTTCCCTCCAGGTGCATCATACA
CTCGTGCCTTTGGCAGGTCACTAACCGCCCACCGCCTCAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTC
ACAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTC
TGGGGATTCAGTCTCTGTGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

1-283

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCACTTCCCTCCAGGTCATCATACAC
TCGTGCCTTTGGCAGGTCACTAACCGCCCACCGCCTCAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCA
CAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCT
GGGGATTCAGTCTCTGTGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

1-324

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCACTTCCCCGTCGTGCCTTTGGCAGG
TCACTAACCGCCCACCGCCTCAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAAC
CAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTG
TGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA
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Ea*/- II-CLONES: gARN1/gARN4

IL.29

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCACTTCCCTCCAGGTGTTTCCCGGT
GGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTG
CCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAA
GAA

11.30

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCACTTCCCTCCAGTTTCCCGGTGGG
ACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAG
GCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

1I.274

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCACTTCCCTCCAGGTGCAGTTTCCC
GGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCAT
GTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTC
CAAGAA

I1.335

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCACTTCCCTCCAGTTTCCCGGTGGG
ACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAG
GCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

Ea*/- IV-CLONES: gARN3/gARNy
V.6

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGTTTAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCA
GGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTG
CAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

Iv.8

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTTT
CTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGCAAACT
ATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

IV.14

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGGGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAGG
CTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGCA
AACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA
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IV.16

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGCAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAG
GCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGC
AAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

IV.20

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTT
TCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGCAAAC
TATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

IV.28

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTT
TCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGCAAAC
TATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

IV.29

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGAAGTCTCAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAG
AACCAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCT
CTGTGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

IV.54

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGCAGTTTCCCGGTGGGACGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAG
GCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGC
AAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

Figura 20. Secuencias de los sitios de delecion en los clones Jurkat Ea+/- y Ea/-. Las
secuencias de las gARN identificadas por secuenciacion estan indicadas utilizando el c6digo de color:
gARN1 en rojo, gARN2 en naranja, gARN3 en azul y gARN4 en verde.

Los analisis de la expresion del TCRaf} mediante citometria de flujo
mostraron que 4 de los 18 clones Ea*/-, concretamente 1.324, IV.6, IV.20 y
IV.54, no expresaban TCRaf en la superficie celular (Figura 19B). De acuerdo
con la regulacion en cis de Ea (22), estos resultados indican que la delecion
monoalélica de Ea en los clones que no expresan TCRaf en superficie ha
ocurrido en el alelo productivo, mientras que la delecion de Ea en los clones
TCRap+ha ocurrido en el alelo no productivo. Las dos gARN 5y 3 “usadas para
la generacion de los clones I y IV fueron distintas, lo que descart6é posibles

efectos “off target” derivados del uso de las gARN usadas en la edicion por
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CRISPR-Casg (Tabla 1y Figura 18B). Después comparamos la abundancia de
los transcritos Ca totales y los transcritos TRAVS8-2 - TRAJ13 productivos de
los clones Eat/- TCRap+* y Ea*/- TCRap- (Figura 19C). Aleatoriamente,
escogimos cuatro clones Ea*/- de entre los catorce TCRaf3*, 1.52, 11.335, IV.16
y IV.29, para compararlos con los cuatro clones Ea*/- TCRaf-1.324, IV.6,1V.20
y IV.54. Los datos mostraron que tanto los transcritos Ca como los TRAVS-2 -
TRAJ33 no se encontraban en los clones Eat/- TCRaf-, mientras que su

expresion era muy alta (normal) en los clones Ea+/- TCRaf3+.

Para confirmar que la transcripcion de TCRa en los clones Ea+/- TCRaf3*
se debe a la presencia de Ea en el alelo no productivo generamos clones Ea-/
en un segundo proceso de edicidon por CRISPR-Casg. Para hacerlo, cogimos
aleatoriamente el clon Ea*/- TCRaf* IV.16 que se consigui6 usando las gARNs
maés externas, gARN2 y gARN4. Para la delecion especifica del alelo productivo
usamos las gARN 1 y gARNS3, mas internas, puesto que las secuencias
complementarias en el otro cromosoma ya no estan presentes al haber sido
delecionadas anteriormente (Figuras 18B). Aislamos dos clones Ea”/- de los
mas de 700 que fueron analizados, IV.16.74 y IV.16.208, basandonos en los
analisis mediante qPCR con los oligonucle6tidos hTa3/hTag4 y posterior
andlisis por citometria de flujo para medir la expresion del TCRaf (Figura
19D). Para identificar los clones diferentes obtuvimos amplicones de cada uno
de ellos usando los oligonucleétidos Eadel-F2/R2 (Tabla 1) y su posterior

secuenciacion (Figura 21).

Ea/- IV.16 CLONES: gARN1/gARN2

1V.16.74
GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGATGAAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCCACTTCCCTCCAGGTGCATCAT
ACACTCGTGCCTTTGGCAGGTCACTAACCGCCCGCCGCCTCGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAG
AACCAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCATGTGCCAGGCTATGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCT
CTGTGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTCCAAGAA

IV.16.208

GGCCACCTGGGCAACGCGGCGAGGGGTGGGGAGTGCAGGCCTCCTTTCACACAGAGACACACAGGCC
TGAGGCCTCTCTGGGTAGCACACATAGAGCTATATTTTGCAATTAATAAACAGGTCAGACATTGAGTC
AGTAGCCACAAGTAGATGAAACAGGAAGTGGAAAAAGTCTCCTCTTTGGCAGGTCACTAACCGCCC
ACCGCCTCGAACTCTCTCTCACAGGTAGTTTAAGAACCAGGCTTTCTTTGGCATTGTATACCTGCCAT
GTGCCAGGCTGTGTCGTGCTCTGGGGATTCAGTCTCTGTGCAAACTATGACTCCATACAGATGAAGTC
CAAGAA
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Figura 21. Secuencias de los sitios de delecion en los clones Jurkat Ea/-. Las secuencias de
las gARN identificadas por secuenciacion estan indicadas utilizando el codigo de color: gARN1 en rojo,
gARNS3 en azul y gARN4 en verde.

Los anélisis de transcripcion de Ca y de TRAV8-2 - TRAJ33 mediante
RT-qPCR en los dos clones Ea”/- confirmados por citometria de flujo
demostraron la ausencia de estos transcritos en estas células comparado con
la expresion de estos transcritos en el clon parental IV.16 (Figura 19E). Estos
resultados confirman los anteriormente obtenidos en los clones Eat/-,
indicando que la transcripcion del gen TCRA reordenado y del TCRa 3 depende

de la funcion de Ea en células Jurkat.

2. Secuencias distales colaboran con Ea para el mantenimiento de la
transcripcion del gen Tera reordenado en linfocitos T af3

Los niveles de transcripcion Ca derivados del gen Tcra reordenado en
timocitos DP de ratones WT y en linfocitos T aff son comparables a los del gen
Tcra no reordenado que se encuentra en timocitos DP de ratones Rag2-/- x ptg,
indicando que la fuerte inhibicion que presenta Ea en linfocitos T aff no impide
que el gen Tcra reordenado se siga transcribiendo de forma eficiente (Figura
16B). La alta transcripcion del gen Tcra reordenado que se da en linfocitos T
af podria ser consecuencia de la cercania de Ea a los segmentos Va tras la
recombinacién VaJa o deberse a la colaboracion del enhancer con una
secuencia reguladora en cis que sea necesaria en el contexto del gen Tcra

reordenado.

Experimentos previos con ratones transgénicos indicaban que Ea no es
suficiente, por si sélo, para mantener altos niveles de transcripcion del gen
Tcra reordenado en linfocitos T aff (160), lo que indica que la configuracion
del gen Tcra reordenado en la que los promotores Va y el enhancer se
encuentran mas préoximos no es suficiente para prevenir un descenso de la
transcripcion. Estos resultados sugieren que debe existir una region
reguladora en cis, que estd ausente en los transgenes Tcra reordenados
controlados por Eqa, y que es necesaria para que se dé la transcripcion eficiente

del gen Tcra reordenado endogeno en linfocitos T af.
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Con el fin de identificar esta secuencia colaboradora, realizamos un
analisis transcripcional comparativo en timocitos DP y linfocitos T af en un
transgén Tcra reordenado, el transgén Tcra DO11.10, en ratones Rag2”/- x
DO11.10 (144). El transgén Tcra DO11.10 es el méas largo que se ha disefiado
nunca para recrear el contexto genémico del gen Tcra endégeno con el
proposito de simular la regulacion natural de este gen durante el desarrollo de
los linfocitos T (144). Este transgén consiste en un reordenamiento natural
Travs-d4/n4 - Traj21, cuya transcripcion esta dirigida por su promotor Va
natural; ademas contiene una region de 2 kb aguas abajo del segmento génico
Traj21 y una larga region genémica de 33,5 kb en 3° que incluye desde parte
del cluster de segmentos génicos Ja hasta el tercer exén de Dadi, incluyendo

a Cay el LCR completo (Figura 22A).

Para definir la region del cluster de segmentos Ja presentes en el
transgén, mapeamos la presencia de determinados segmentos génicos Ja en el
transgén Tcra DO11.10 mediante qPCR (Figura 22A y C). Para realizar el
mapeo comparamos el niimero umbral de ciclos (Ct) obtenidos al ampliar la
misma cantidad de ADN gendémico de timocitos Rag2”/- (con dos copias
endogenas del gen Tcra) y Rag27/- x DO11.10 (con dos copias endbgenas del
gen Tcra y cuatro copias del transgén Tcra DO11.10) (Figura 22B). Como
controles internos, comparamos la presencia del gen Gjas y de Ea en ambas
muestras (161). Nuestros datos indican que el segmento Traji4 no se encuentra
presente dentro del transgén Tcra DO11.10 mientras que los segmentos Traj13,
Traji12, Traji1 y Trajg estan presentes, lo que indica que el fin de la secuencia
incluida en el transgén se encuentra entre los segmentos génicos Traji4 y
Traj13. Como control de estos experimentos analizamos el transgén Tcra OT-
I en ratones Rag2/- x OT-I (162). La transcripcion de este transgén esta
mediada por secuencias ectopicas como el promotor del gen H2-K?, el
enhancer del gen Igh (Ep) y la region 3" no traducida del gen HBB humano
(gen de la subunidad  de la hemoglobina) (Figura 22B) con el fin de garantizar
una alta expresion constitutiva del transgén durante el desarrollo de los
linfocitos T, incluyendo a los linfocitos T aff maduros. Para analizar si el
transgén Tcra DO11.10 contiene todas las secuencias necesarias para la alta
expresion del gen Tcra endégeno reordenado, comparamos los niveles de

transcripcion de Ca en timocitos DP y linfocitos T af de ambos ratones
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transgénicos en el contexto de ausencia de recombinacién V(D)J, Rag2/- x
DO11.10 y Rag2”/-x OT-I (Figura 22D).
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Figura 22. Estructura de los transgenes Tcra DO11.10 y Tcra OT-1. Transcripcion de los
transgenes Tcra en timocitos DP y linfocitos T aff de ratones Rag2”/- x DO11.10 y Rag2/- x
OT-I. (A) Representacion esquemaética de los transgenes Tcra DO11.10 y OT-1. Las secuencias derivadas
del gen Tcra se representan en color azul, mientras que las secuencias que no derivan del gen Tcra se
identifican con otros colores. Se muestra también la longitud de las secuencias presentes en las
construcciones y los reordenamientos VaJa. (B) Mapeo por gPCR de la region genémica de 33,5 kb aguas
abajo del reordenamiento Travs — Traj21 en el transgén Tcra DO11.10. Los Ct de las qPCR se han
obtenido a partir de la misma cantidad de ADN gen6mico de ratones Rag2- (puntos rellenos) y de Rag2-
/- x DO11.10 (puntos vacios). Anélisis de Gjas se ha usado como control negativo (2 copias en ambas
cepas de raton), mientras que Ea se ha usado como control positivo (2 copias en ratones Rag2-/-y 6
copias en ratones Rag2/- x DO11.10). Los resultados representan la media de los duplicados + SEM
(n=8). Se uso la prueba t-student no paramétrica con datos no pareados y correcciéon del Welch para
comparar los datos de los puntos rellenos y huecos con el mismo color que corresponden a la misma
secuencia, los valores de p se representan con asteriscos de la siguiente manera: p<0,005 (**) y p<0,0005
(***). (C) Representacion a escala del transgén Tcra DO11.10. (D) Transcripcion de Ca en timocitos y en
linfocitos T af de ratones Rag2/- x OT-I y Rag2/- x DO11.10 (n=5-8). (E) Transcripciéon de Ca en
linfocitos T aff de ratones WT y Rag2~/- x DO11.10 (n=6). (F) Transcripcién VaJa de los transgenes Tcra
en timocitos y linfocitos T aff de ratones de Rag2/- x OT-I y Rag2/-x DO11.10 (n=6). (G) Anélisis
comparativo de los transcritos V-C reordenados en los transgenes Tcra y Terb DO11.10 en timocitos DP
y linfocitos T af de ratones Rag2/-x DO11.10 (n=6). Los resultados se normalizaron con los transcritos
del gen Actb y representan la media + SEM de los duplicados de la RT-qPCR de n experimentos
independientes. Se us6 la prueba t-Student no paramétrica con datos no pareados y correcciéon del Welch,
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los valores de se representan con asteriscos de la siguiente manera: p<0,05 (*), p<0,005 (**) y
b<0,0005 (***)

Los resultados indican que el nivel de transcripcién de Ca en linfocitos
T af de los ratones transgénicos Rag2/- x DO11.10 se encuentra muy
disminuida comparada con la de los timocitos DP, pero no se encuentran
diferencias entre los linfocitos T aff respecto a los timocitos DP de los ratones
Rag2/-x OT-I. Estos resultados demuestran que la transcripcion del gen Tcra
en los ratones transgénicos Rag2”/- x DO11.10, pero no en los ratones
transgénicos Rag2-/- x OT-1, sufre una fuerte disminucion durante el paso de
timocitos DP a linfocitos T aff. La cuantificacién de la transcripciéon de Ca
indica que los niveles de estos transcritos en células T aff son de
aproximadamente un 15% de los que se encuentran en timocitos DP en los
ratones Rag2/- x DO11.10 (Figura 22D). Este nivel de reduccién
transcripcional es comparable al que se encuentra en los transcritos no
codificantes dependientes de Ea derivados del gen Tcra endogeno en linfocitos
T aff en comparacion con los timocitos DP en ratones WT (94). La abundancia
relativa de los transcritos Ca que se encuentra en linfocitos T afy de ratones WT
y ratones Rag2~/- x DO11.10 fue similar (Figura 22E), lo que concuerda con la
reduccién de la transcripciéon del transgén Tera DO11.10 en linfocitos T aff
respecto a timocitos DP, teniendo en cuenta que el ratén homocigotico Rag2-

/-x DO11.10 tiene cuatro copias del transgén Tcra (144).

La abundancia de los transcritos Ca presente en timocitos DP de ratones
Rag27/- x DO11.10 y Rag2/- x OT-I fue similar, siendo aproximadamente
cuatro veces superior a la encontrada en timocitos DP de ratones WT y Rag2-
/- x Ptg (Figuras 16B y 21D), indicando que la mayoria de los transcritos
proceden de los respectivos transgenes Tcra. Para comparar la transcripcion
del transgén Tcra DO11.10 frente al transgén Tcra OT-1, sin tener en cuenta la
contribucién de los alelos Tcra endogenos sin reordenar, comparamos
transcritos VaJa especificos en timocitos DP y linfocitos T o de ratones Rag2-
/-x DO11.10 y Rag2/- x OT-I (Figura 22F). El transgén Tcra DO11.10 contiene
reordenamientos Travds-4/n - Traj21, mientras que el transgén Tcra OT-I
contiene reordenamientos Travi4 - Traj33 (Figura 22A). Nuestros resultados
mostraron que los transcritos Travds-4/n - Traj21 se encontraban muy

reducidos en linfocitos T o comparado con timocitos DP en ratones Rag2-/- x
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DO11.10, mientras que no habia diferencias significativas en la abundancia de
los transcritos Travi4 - Traj33 de linfocitos T of y timocitos DP de ratones
Rag27/- x OT-I (Figura 22F). De acuerdo con los datos obtenidos del analisis
de transcritos Ca del gen Tcra endégeno no reordenado (94) y del transgén
reordenado Tcra DO11.10 (Figura 22D), encontramos que los niveles de
transcripcion de Travds-4/n - Traj21 en linfocitos T eran alrededor del 15% de
los que se encontraban en timocitos DP de ratones Rag2-/- x DO11.10 (Figura
22F).

Tanto el transgén Tcra DO11.10 como el transgén Tcrb DO11.10 se
encuentran cointegrados en el mismo sitio gen6mico dentro del cromosoma 18
de raton. El transgén Terb DO11.10 es el mismo que el transgén expresado en
el raton Rag2/- x Ptg, y consiste en un reordenamiento natural Trbvi3 — DS-
Trbj1-1, cuya transcripcion esta dirigida por el promotor correspondiente al
segmento génico Trbvi3 (140,144). Para evaluar si los efectos de inhibicion del
transgén Tcra observados en linfocitos T aff de ratones Rag2/- x DO11.10 se
deben a efectos derivados del lugar de insercion de los transgenes en el ratén
DO11.10, comparamos la abundancia de transcritos V - C derivados de los
transgenes Tcra DO11.10 y Terb DO11.10 en timocitos DP y linfocitos T af
(Figura 22G). Nuestros datos indican que, al contrario de lo observado en
linfocitos T aff en comparacién con timocitos DP de ratones Rag2~/- x DO11.10
en los que se observa una reduccion de los niveles de transcripcion del transgén
Tcra, los niveles de transcripcion para el transgén Terb fueron similares en
ambos tipos celulares. Por tanto, se puede descartar que la influencia del sitio
de integracidon cromos6mica sea causal en la inhibiciéon de la transcripcion del

transgén Tcra DO11.10 en el paso de timocitos DP a linfocitos T of3.

Estos datos indican que la colaboracion funcional entre Ea y un
elemento distal, que no se encuentra en el transgén Tcra DO11.10 y que se
activa después de la recombinacion VaJa y la seleccion positiva, seria
necesaria para mantener la alta transcripcion del gen Tcra reordenado en

linfocitos T ap.
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3. Anélisis de las interacciones globales en el contexto del gen Tcra no
reordenado en timocitos DP y del gen Tcra reordenado en linfocitos T af3

Nuestros datos muestran que Ea es importante para activar la
transcripciéon del gen Tcra reordenado en colaboracién con otra regiéon o
regiones que no se encuentran en el transgén Tcra DO11.10. Con el fin de
identificar dicha region colaboradora realizamos analisis comparativos por 4C-
seq en timocitos DP de ratones Rag2-/- previamente inyectados con anticuerpo
anti-CD3 para inducir la diferenciaciéon de los timocitos DN3a a DP (con el gen
Tcra en configuracion no reordenada) y en linfocitos T aff de ratones WT (con
ambos alelos del gen Tcra en configuracion reordenada). Cualquier secuencia
que pueda interaccionar con Ea debe permanecer integrada en el genoma
después de que ocurra la recombinacién VaJa. Por tanto, esta secuencia
colaboradora podria estar localizada aguas arriba del segmento Va situado mas
5" en el locus, Travi, o aguas abajo del segmento Ja funcional situado mas 3°,

Traj2, para asegurar su retencion en el contexto del gen Tcra reordenado.

Realizamos experimentos duplicados de 4C-seq para analizar de forma
global las interacciones con cuatro secuencias diferentes del gen Tcra como
anzuelos: 1) Travi, que corresponde al promotor y al segmento génico Travi;
2) Travi/2, que corresponde a la secuencia génica del receptor olfativo 1509
localizada entre los segmentos génicos Travi y Travz, la cual se encuentra
integrada en todos los reordenamientos VaJa excepto los que involucran al
por segmento génico Travi; 3) Ca peak, que corresponde a una region

intronica localizada entre el tercer y el cuarto ex6n de Ca; y 4) Ea.

La cromatina de las regiones Travi y Ea permanecen accesibles durante
el desarrollo de los timocitos DN2 hasta linfocitos T a3 segiin experimentos de
ATAC-seq, mientras que las regiones de los anzuelos Travi/2 y Ca peak
muestran un incremento de la accesibilidad en el paso de timocitos DN4/DP a
células T aff segin se muestra en los resultados de experimentos de ATAC-seq
con poblaciones purificadas de ratones WT (www.immgen.org) (Figura 23).
Por tanto, las cuatro regiones seleccionadas consisten en regiones que estan

constitutivamente accesibles en timocitos DP y linfocitos T aff (Travi y Ea) o
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que se abren durante la diferenciacion de timocitos DN4/DP a linfocitos T aff

(Travi/2y Ca peak).
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Figura 23. Analisis de la cromatina mediante ATAC-seq durante la diferenciaciéon de los
timocitos a células T aff. (A) Anélisis de la accesibilidad de la cromatina de la regién genémica Travi—
Trav2 en timocitos y linfocitos T aff (www.immgen.org). Se indica la localizacion de las regiones Travi y
Travi/2 usadas como anzuelos en los experimentos de 4C-seq. (B) Analisis de la accesibilidad de la
cromatina de la region Ca—Ea—Dad1 en timocitos y linfocitos T aff (www.immgen.org). Se indica la
localizacion de las regiones Ca peak y Ea usadas como anzuelos en los experimentos de 4C-seq.

118



Primero realizamos los experimentos 4C-seq usando la enzima con un
sitio de corte de 6 pares de bases HindIII como RE1 (Figura 24A). La digestién
con HindIII separa las regiones Travi y Travi/2 permitiendo diferenciar
claramente entre las interacciones que establecen estas dos secuencias. Sin
embargo, las regiones Ca peak y Ea permanecen unidas en un tinico fragmento
Ca peak-Ea de 13.444 pb, con la region Ca peak localizada en la regién 5” y Ea
localizado en la region 3° de dicho fragmento. Para analizar interacciones
especificas para Ca peak y Ea, se realizaron las PCR inversas utilizando
oligonucleotidos orientados hacia cada extremo del fragmento,

oligonucleotidos Ca peak y Ea.

Los experimentos de interaccion con los anzuelos Travi y Travi/2 no
revelaron ninguna interaccidon relevante a larga distancia con ninguna
secuencia, incluyendo a Eq, ni en el contexto del gen Tcra no reordenado en
timocitos DP, ni en el del gen Tcra reordenado en linfocitos T afl. La
interaccion a larga distancia detectada entre Travi y la region Traj32-Traj23
no se considero6 relevante por encontrarse en una region que es delecionada
durante el proceso de recombinacion. En consonancia con estos datos, los
andlisis de interacciones del fragmento Ca peak—Ea no revelaron ninguna
interaccion con las regiones correspondientes a Travi y Travi/2. Estos
resultados son acordes con experimentos previos de 4C-seq usando los
anzuelos Travi y Ca peak—Ea en el contexto del gen Tcra no reordenado y
reordenado en timocitos DP realizados anteriormente con un modelo Knock-

In que integra un reordenamiento primario del gen Tcra (58).

De acuerdo con estos datos y con la formacion de un lazo de cromatina
derivado de interacciones entre Ea y los promotores de los segmentos Va y Ja
proximales en timocitos DP (58,89), nuestro anélisis 4C-seq mostro
interacciones claras entre el fragmento Ca peak—Ea y los segmentos génicos
Va proximales y Ja del 5" sub-TAD en el contexto del gen Tcra no reordenado
en timocitos DP. Como se esperaba (58,89), como consecuencia de la delecion
de segmentos génicos Va y Ja que ocurren durante los reordenamientos VaJa,
las interacciones Ca peak—Ea con las regiones Va y Ja del 5 sub-TAD se

pierden en el contexto del gen Tcra reordenado en linfocitos T af.
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Figura 24. Contactos a larga distancia en el ADN en el contexto del gen Tcra no reordenado
en timocitos DP y Tcra reordenado en linfocitos T afy. (A) Perfiles de interacciéon obtenidos
mediante 4C-seq de los anzuelos indicados usando HindIII como RE1 en timocitos DP obtenidos de
ratones Rag2/- inyectados con un anticuerpo anti-CD3e y linfocitos T aff de ratones WT. (B) Perfiles de
interaccion de 4C-seq de los anzuelos indicados usando DpnlII como RE1 en timocitos DP obtenidos de
ratones Rag27/- inyectados con un anticuerpo anti-CD3e y linfocitos T aff de ratones WT. Los datos se
representan como lecturas por mill6n de lecturas mapeadas. La linea roja identifica el fragmento usado

como anzuelo en cada caso. Los datos son representativos de dos experimentos independientes.
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Nuestros analisis también detectaron claras interacciones entre la
region Ca peak—Ea y secuencias localizadas en la region colindante del 3" sub-
TAD tanto en timocitos DP con el gen Tcra no reordenado como en linfocitos
T aff con el gen Tcra reordenado, sin encontrar diferencias entre los
oligonucleo6tidos usados para identificar interacciones con la regiéon Ca peak y
los oligonucleotidos para identificar interacciones con Ea (Figura 24A). Por lo
tanto, las interacciones que se establecen con el fragmento Ca peak—Ea se
mantienen estables durante la recombinacion VaJa y el desarrollo de timocitos
DP a linfocitos T af.

Para identificar claramente qué interacciones se establecen de forma
independiente con las regiones Ca peak y Eq, realizamos experimentos de 4C-
seq usando como RE1 la enzima de corte DpnlI que reconoce sitios de 4-pares
de bases (Figura 24B). La digestion con la enzima Dpnll permite separar la
region Ca peak en un fragmento de 1.075 pb de la region Ea en un fragmento
de 675 pb. Como era de esperar, los experimentos revelaron que Ea establece
interacciones claras con los segmentos génicos Va proximales y Ja del 5" sub-
TAD en el contexto del gen Tcra no reordenado en timocitos DP que se pierden
en el contexto del gen Tcra reordenado en linfocitos T aff como resultado de la
recombinacién VaJa. Los experimentos con el anzuelo Ca peak mostraron
interacciones comparables a las de Ea en ambos tipos celulares, indicando que
tanto la region Ca peak como Ea contribuyen de forma independiente a la

formacion del lazo de cromatina en el 5”sub-TAD presente en timocitos DP.

Igual que ocurri6 con la enzima HindIII (Figura 24A), los experimentos
con Dpnll no revelaron interacciones a largas distancias de Ea o Ca. peak con
Travi en timocitos DP y linfocitos T af3, apoyando la idea de que Travi no esta
involucrado en la regulacion transcripcional del gen Tcra reordenado de forma
dependiente de Ea (Figura 24B). Ademas, los anélisis de los experimentos 4C-
seq con DpnlII mostraron interacciones independientes de las regiones Ca peak
y Ea con secuencias del 3°sub-TAD, tanto en el contexto del gen Tcra no
reordenado en timocitos DP como en el del gen Tcra reordenado en linfocitos
T af (Figura 24B).

Nuestros datos de 4C-seq indican la formacién de un lazo de cromatina

entre Ea y el 3"sub-TAD (Figura 24), lo cual coincide con la detecciéon de una
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estructura anclada al enhancer que se extiende por el 3" sub-TAD en mapas de
interacciones obtenidos mediante Hi-C (99). Para cuantificar los posibles
cambios de interaccion entre Ca peak y Ea con secuencias del 3" sub-TAD en
timocitos DP de ratones Rag27/- y linfocitos T a3 de ratones WT en nuestros
experimentos de 4C-seq realizados con Dpnll, realizamos un anélisis
comparativo usando el programa 4C-ker (163) (Figura 25). El perfil de picos
que muestra este analisis indica que las interacciones entre Ca peak y Ea con
multiples regiones del 3" sub-TAD son mas fuertes en linfocitos T af3 de ratones
WT que en timocitos DP de ratones Rag2-/- (Figura 25A). Estos resultados
indican las interacciones que se establecen entre Ca peak y Ea con el 3" sub-
TAD estan reguladas dinAmicamente durante el desarrollo de los linfocitos T.
De acuerdo con la formacion del lazo de cromatina entre Ca peak y Ea con las
regiones Vo proximales y Jo del 5" sub-TAD en timocitos DP y su pérdida como
consecuencia de la recombinacion VaJa en linfocitos T aff de ratones WT
(58,89), nuestro analisis de 4C-ker también cuantificé la pérdida de dichas
interacciones de los dos anzuelos en linfocitos T aff de ratones WT en
comparacién con timocitos DP de ratones Rag2-/- (Figura 25B). Estos anélisis
claramente demuestran que el tanto Ca peak como Ea establecen una mayor
interaccion con el 3°sub-TAD en el contexto del gen Tcra reordenado en

linfocitos T af3, que en el contexto del gen Tcra no reordenado en timocitos DP.
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Figura 25. Cuantificacién de las interacciones de las regiones Ca peak y Ea con regiones
del 5" sub-TAD y del 3 sub-TAD. Las sefales de los experimentos de Ca peak y Ea 4C-seq realizados
con DpnlI en linfocitos T afy de ratones WT (graficos naranjas) y timocitos DP de ratones Rag2/-
inyectados con anti-CD3e (graficos verdes) se cuantificaron mediante el programa 4C-ker de
experimentos duplicados. Se muestran interacciones de los anzuelos indicados y el 3" sub-TAD (A) y con
la region Va proximal en el 5" sub-TAD (B). Los circulos muestran las diferencias significativas.
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CONCLUSIONES

Ea, a pesar de estar fuertemente inhibido en linfocitos T af3, con un 15% de
su actividad en comparacién con la actividad que tiene en timocitos DP, es
necesario para la transcripciéon normal de todos los alelos reordenados del
gen Tcra, incluyendo aquellos en los que la transcripcion esta dirigida por
los promotores asociados con los segmentos génicos Travi4 recombinados
y responsables de presencia de linfocitos Vo2 en ratones Eo/-.

. Ea es necesario para la transcripcion del gen TCRA reordenado humano y
la expresion del TCRaf en células Jurkat, y por extension en linfocitos T o
humanos.

. El hecho que no se observe una bajada de la transcripcion del gen Tcra
cuando se compara en el contexto del gen Tcra no reordenado en timocitos
DP y en el contexto del gen Tcra reordenado en linfocitos T af indica la
necesidad de la colaboracion funcional de Ea con elementos reguladores
adicionales tras la recombinacion VaJa y la seleccion positiva para
mantener alta la transcripciéon del gen Tcra reordenado en linfocitos T af.
. Latranscripcion del gen Tcra en los contextos del transgén Tcra DO11.10y
del gen Tcra endégeno sin reordenar se inhibe de forma idéntica en el paso
de timocitos DP a linfocitos T af, lo cual indica que la configuracién génica
resultante de los reordenamientos VaJa no evita la inhibicién de Ea. Por
tanto, la configuracion génica resultante de los reordenamientos VaJa no
da lugar a un aumento de la transcripcion desde los promotores Va
reordenados por encontrarse relativamente cerca de Ea

. La inhibicion de la transcripcion del transgén Tcra DO11.10 durante la
transicion de los timocitos DP a linfocitos T aff no es consecuencia de su
integracion en un sitio de cromatina represivo de la transcripcion.

. La inhibicién observada en la transcripcion del transgén Tcra DO11.10 en
el paso de los timocitos DP a linfocitos T aff indica que la/s region/es que
colaboradora/n con Ea para la transcripcion normal del gen Tcra
reordenado en linfocitos T aff no se encuentra dentro de la estructura de

este transgén.
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7.

10.

Eay Ca peak interaccionan con las mismas regiones distantes dentro del
5”°sub-TAD en el contexto del gen Tcra no reordenado en timocitos DP,
contribuyendo de forma independiente a la formacién de un lazo de

cromatina.

. Eay Ca peak no establecen nuevas interacciones con regiones del 5" sub-

TAD en el contexto del gen Tcra reordenado en linfocitos T af.

Tanto la region Ca peak como Ea contribuyen de forma independiente a la
formacion de lazo de cromatina con el 3" sub-TAD en el contexto del gen
Tcra no reordenado en timocitos DP y en el contexto del gen Tcra
reordenado en linfocitos T af.

Tanto la region de Ca peak como Ea establecen una mayor interacciéon con
el 3" sub-TAD en el contexto del gen Tcra reordenado en linfocitos T af,
que en el contexto del gen Tcra no reordenado en timocitos DP, la cual
podria estar implicada en evitar la bajada de transcripcién del gen Tcra

reordenado en linfocitos T af.
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DISCUSION

Los enhancers activan la transcripcion de sus genes diana para la
determinacion de linajes celulares durante el desarrollo mediante
interacciones fisicas con sus promotores especificos localizados a largas
distancias gendémicas, estando estas interacciones restringidas normalmente
dentro del sub-TAD donde se encuentran tanto el enhancer como los
promotores. Asi pues, la compartimentalizacion del genoma en sub-TAD
favorece las interacciones promotor — enhancer. Sin embargo, esta situacion
puede ser diferente para los enhancers que se encuentran en el limite entre dos
sub-TAD, como es el caso de Eq, situado entre el locus Tcra/Tcrd presente en
el 5" sub-TAD y los genes Dad1-Chd24 presentes en el 3” sub-TAD. Aunque este
trabajo se enfoca en la regulacion durante el desarrollo de la actividad de Ea
sobre la activacion de la transcripciéon del gen de la cadena TCRa situado en el
5°sub-TAD, nuestros datos indican la colaboracién de este enhancer con

regiones presentes en el 3" sub-TAD.

Nuestro trabajo identifica que la actividad de Ea es importante no s6lo
para la activacion transcripcidon germinal y la recombinacion VaJa del gen de
la cadena TCRa en timocitos DP y para la transcripciéon del gen reordenado de
la cadena TCRS en linfocitos T y6 (22), sino también para la transcripcion del
gen reordenado de la cadena TCRa, tanto en ratones como en humanos.
Ademas, este trabajo describe el requerimiento de una cooperaciéon funcional
entre Ea y secuencias distantes no presentes en el transgén Tcra DO11.10 para
la transcripciéon alta y normal del gen reordenado en linfocitos T af. Por
ultimo, nuestro trabajo también identifica que Ea junto con la secuencia Ca
peak establece fuertes interacciones con secuencias presentes en el 3" sub-TAD
en el contexto del gen Tcra reordenado en linfocitos T af, de forma que dichas
interacciones podrian impedir una bajada en la transcripciéon del gen
reordenado de la cadena TCRa y de la expresion del TCRaf3 como consecuencia

de la inhibicion de Ea en linfocitos T af.

Los resultados previos indicaban que a pesar de la acusada disminuciéon
del 85% de la actividad de Ea detectada en timocitos SP y linfocitos T aff (94),

la transcripcion del gen Tcra reordenado y la expresion del TCRaf} se
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mantienen muy altas en linfocitos T a3 (94,97,164). Estos datos sugirieron que
la transcripcion del gen Tcra reordenado en timocitos SP y linfocitos T af
estuviera regulada por un mecanismo independiente de Ea, o bien que este
enhancer necesitase colaborar con otra regién distante que no se elimine
durante el proceso de recombinaciéon VaJo para asegurar dicha transcripcion
en estas células (94). Nuestros resultados demuestran claramente que Eq, a
pesar de estar fuertemente inhibido con solo un 15% de su actividad
comparada con la que tiene en timocitos DP, es necesario para la transcripcién
del gen reordenado de la cadena TCRa y la expresion normal del TCRa en
linfocitos T af, tanto en humanos como en ratones. Ademas, nuestros datos
demuestran la existencia de una colaboracion de Ea con regiones del 5" sub-
TAD, como es el caso de Ca peak, y del 3"sub-TAD para la regulacion

transcripcional del gen Tcra durante el desarrollo de los linfocitos T af.

El anélisis fenotipico inicial de los ratones Eo/- mostré que estos
animales solo tienen linfocitos T Va2+*, derivados de reordenamientos con los
segmentos Travi4 (22). Estos ratones tienen una deficiencia en la
transcripcion germinal del gen Tcra no reordenado y la activaciéon de la
recombinacion VoJo en timocitos DP, ademas de una inhibicién en la
transcripcion del gen Terd reordenado. Experimentos subsecuentes revelaron
que los reordenamientos Travi4 — Ja que dan lugar a la cadena TCRa Va2+*
derivan de reordenamientos VaJa activados por ES en timocitos DN2b y DN3a
(130). De hecho, ES es capaz de activar todos los reordenamientos VaJo en
estas células de una forma muy minoritaria, pero solo aquellos que contienen
Travi4 pueden transcribir el gen Tcra reordenado de forma independiente de
enhancers en estos ratones (estos alelos carecen de E3 y Ea en los ratones Ea-
/-) para permitir su selecciéon positiva en el timo (22,130). Aunque los estudios
previos habian comparado la transcripcion del gen Tcra reordenado en
linfocitos T aff de ratones Ea”/- y WT, esta comparacion se realizé entre
linfocitos T Va2+ de ratones Ea~/- y linfocitos T af totales de ratones WT, los
cuales la mayoria son Va2- (22). Nuestra comparacion de la transcripcion del
gen Tcra reordenado en linfocitos T Va2+ en ratones Ea-/- y ratones WT es, por
tanto, mas apropiada y permite confirmar no solo que la transcripcion del gen

Tcra reordenado es comparable entre linfocitos T Va2+y Va2, sino que Ea es
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importante incluso para la transcripcion normal de los alelos reordenados de

Travi4.

Debido a que la mayoria de los linfocitos T aff expresan solo una cadena
TCRa (22,165), las diferencias observadas en la expresion en superficie de
TCRaf y Va2+ entre linfocitos T Ea/-y WT no se explica por la expresion de
dos cadenas Va2* en un pequeno porcentaje de linfocitos T af WT. Ademas,
aunque los linfocitos T a3 WT contienen dos alelos TCRa reordenados, solo
uno de ellos es funcional en la mayoria de las células (165), siendo los
transcritos procedentes del reordenamiento VaJa improductivo degradados
(166). Nuestros resultados muestran de forma inequivoca que Ea es necesario
para la transcripcion del gen Tcra reordenado y la expresion adecuada del
TCRaf} en timocitos DP y linfocitos T Va2+. Por tanto, Ea es necesario para la
transcripcion normal de todos los alelos del gen Tcra reordenados, incluyendo
aquellos en los que la transcripcién esta dirigida por los promotores asociados

con los segmentos génicos Travi4.

Nuestros experimentos para generar células Jurkat Ea/- mediante el
uso de técnicas de edicion CRISPR/Casg para delecionar el fragmento del
enhancer humano equivalente al fragmento de algo méas de 1 kb previamente
delecionado en los ratones Ea/- fue exitoso. Aunque la aproximacion inicial de
introducir de forma independiente las dos gARN que flanquean Ea en
plasmidos de expresion de GFP fue infructuosa, tuvimos éxito cuando las dos
gARN flanqueantes del enhancer fueron clonadas por parejas en el mismo
plasmido de expresion de GFP. De esta manera se consiguieron distintos
clones Jurkat Ea*/- mediante el uso de distintas combinaciones de gARN
flanqueantes. El hecho que Ea funcione en cis nos indicé que aquéllos clones
Ea*/- en los que se observo expresion del TCRaf3 significaba que la delecion
habia ocurrido en el alelo improductivo del gen Tcra, mientras que aquéllos en
los que no se observo expresion del TCRaf significaba que la delecion habia
ocurrido en el alelo productivo de este gen. La obtencion de varios clones Ea*/-
TCR- con distintas parejas de gARN descart6 la aparicion de fendémenos
funcionales derivados del reconocimiento inespecifico de las gARN que
afectasen al fenotipo observado. Para delecionar Ea en el segundo alelo se

eligié un clon Ea*/- TCRaf+ obtenido con las gARN mas externas, clon IV.16,
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de forma que las gARN internas solo pudieran reconocer sus secuencias diana
en el alelo productivo. De esta forma se consiguidé de forma exitosa clones Ea-
/-, los cuales como era de esperar no expresaron TCRaf. Asi pues, nuestros
datos muestran una estrategia mediante el uso secuencial de gARN externas e
internas que ha probado ser ttil para la delecion de secuencias en ambos alelos

del gen Tcra mediante la tecnologia CRISPR/Casg.

En promedio, aproximadamente el 80% del total de transcritos TCRa
que se encuentran en linfocitos T a3 maduros tienen reordenamientos VaJa
con el correcto marco de lectura, alrededor del 16% tienen reordenamientos
VaJa no tienen el correcto marco de lectura y sobre el 3-4% de los transcritos
derivan de la configuracion germinal no reordenada (167). La situacion
promedio de los linfocitos T af se ejemplifica en células Jurkat con
practicamente un 100% de los transcritos Ca y VaJa derivados del alelo
productivo. Nuestros datos en células Jurkat Eat/- y Ea/- demuestran que el
enhancer es necesario para la transcripcion del gen TCRA reordenado y la

expresion normal del TCRap en linfocitos T aff humanos.

Nuestros resultados muestran ademas que, de forma similar a la
reduccion de los transcritos no codificantes observados en el contexto del gen
Tcra endogeno no reordenado (94), la transcripcion de Ca y VaJa se
encuentra muy reducida en el contexto del transgén Tcra DO11.10 reordenado,
pero no en el contexto del transgén Tcra OT-I1. El transgén Tcra DO11.10 esté
regulado por una regiéon genémica de 33,5 kb que incluye desde Traj13 al tercer
exon de Dadi, mientras que el transgén Tcra OT-I esta regulado por regiones
reguladoras no relacionadas con el gen Tcra. Aunque los datos muestran que
los niveles de los transcritos de Ca presentes en linfocitos T aff de ratones WT
y Rag2/- x DO11.10 son aparentemente similares (Figura 22E), hay que
considerar que los linfocitos T af3 de ratones Rag2”/- x DO11.10 contienen
cuatro copias del transgén del Tcra reordenado, ademaés de los dos alelos no
reordenados del gen Tcra endogeno (144). Teniendo en cuenta el nimero de
copias del transgén Tcra DO11.10 presente en estos ratones, los datos indican
que el nivel de transcripcion de Ca derivado de las cuatro copias del transgén
Tcra DO11.10 es comparable al derivado del Gnico alelo reordenado de forma

productiva del gen Tcra endogeno presente en células T af WT (teniendo en
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cuenta que los transcritos derivados del alelo Tcra endégeno reordenado de
forma no productiva se degradan), lo cual es consistente con la reducciéon del
70-85% de la transcripcion del transgén Tcra DO11.10 observada en el paso de
timocitos DP a linfocitos T af3. Estos resultados confirman que la configuracion
génica resultante de los reordenamientos VaJa no evita en si la inhibiciéon de
Ea (160), por tanto se puede descartar que el reordenamiento del gen Tcra no
da lugar a una configuracion especial que induzca una fuerte activacion del
promotor Va reordenado por encontrarse en una posicion relativamente
cercana a Ea. Ademas, el hecho de que se detecte una reduccion de la
transcripcion similar en el transgén Tcra DO11.10 y en el gen Tcra endogeno
sin reordenar en linfocitos T aff implica la necesidad de una secuencia
reguladora adicional presente en el gen enddgeno y ausente en el transgén que
es necesaria tras la recombinaciéon VaJa para mantener los niveles normales
de transcripcion del gen Tcra reordenado en linfocitos T af3. La reduccion de
la transcripciéon de Ca dependiente de Ea en linfocitos T af en el contexto del
gen Tcra endogeno no reordenado (94) y en el transgén Tcra DO11.10
reordenado indica ademas que la secuencia colaboradora con Ea se activa tras

la recombinacién VaJa y la seleccion positiva.

Se han realizado anteriormente intentos de identificar el elemento
regulador capaz de proporcionar una transcripcion alta y estable de transgenes
Tcra reordenados en linfocitos T aff en colaboracién con Ea. Se ha descrito que
el fragmento genémico Sacl-Sall de 17,95-kb que va desde una regién 5°de
Traj3 hasta el limite del gen Dad1, confiere niveles normales de expresiéon en
un transgén Tcra HYa que se transcribe desde el promotor endégeno Traviy
en ratones transgénicos (168). El elemento relevante dentro de esta region que
parecio ser el responsable de esta regulacion fue localizado en experimentos
posteriores en un fragmento de 3,9-kb que incluye desde Traj3- al exén 1 de
Ca, mediante el uso de un transgén reportero de CD2 humano en el contexto
de un cromosoma bacteriano (169). En contraste con estos datos, nuestros
resultados indican que la regién genémica de 33,5-kb que incluye desde Traj13
al exon 3 de Dad1 que esta presente en el transgén Tcra DO11.10, en la que
estan incluidos tanto el fragmento Traj3 — Dad1 de 17,95 kb como el fragmento
Traj3 — ex6n 1 de Ca de 3,9 kb descritos anteriormente, no es suficiente para

evitar la reduccién de la transcripciéon en la transicion de timocitos DP a
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linfocitos T aff de dicho transgén. La razon de los resultados discrepantes
observados entre los transgenes Tcra DO11.10 y Tcra HYa podria estar
relacionada con la integracion de este tltimo en una localizaciéon cromosémica
que impida su inhibicién transcripcional en linfocitos T af. En el caso del
transgén reportero de CD2 humano construido en el cromosoma bacteriano
junto con el fragmento Traj3 — exén 1 de Ca de 3,9-kb, la razén de los
resultados discrepantes podria deberse al hecho de que la actividad de esta
secuencia ha sido evaluada en el contexto de una construccién reportera

artificial (169).

Puesto que la transcripcion del transgén Terb DO11.10, el cual se
encuentra cointegrado con el transgén Tcra DO11.10, es estable en timocitos
DP y linfocitos T af, se puede descartar que la reducciéon de la transcripcion
del transgén Tcra DO11.10 se deba a un efecto inhibidor derivado del sitio de

integracion de estos transgenes.

Por tanto, nuestros datos indican que dicha region reguladora, ha de
encontrarse fuera de las secuencias presentes en el transgén Tcra DO11.10. La
localizacion de la region colaboradora esta restringida a regiones aguas arriba
de Travi (ya que toda la region entre Travi y Traj2 es susceptible de ser
eliminada por la recombinacién VaJa) o aguas abajo del tercer exéon de Dad1
en el 3”sub-TAD (ya que este es el limite 3° del transgén Tcra DO11.10). Con
vistas a localizar la secuencia clave que colabora con Ea en la transcripcion del
gen Tcra reordenado, teniendo en cuenta la base de datos de Immgen
(www.immgen.org) que identifica las regiones abiertas de cromatina
identificadas mediante ATAC-seq, se seleccionaron cuatro anzuelos para ser
utilizados en experimentos de 4C-seq: Travi, Travi/2, Ca peak y Ea. El anzuelo
Trav1 fue seleccionado por constituir la secuencia situada mas 5° del gen que
no se pierde tras la recombinacion VaJa y que ademés se encuentra en
configuracion abierta durante todo el desarrollo de los linfocitos T aff. El
anzuelo Travi/2 fue seleccionado por estar presente en todos los
reordenamientos VaJa excepto los que participa Travi, y aumentar su
accesibilidad en timocitos DP a T af, de forma coincidente con la presencia del
gen Tcra en un estado reordenado. El anzuelo Ca peak fue elegido por estar

presente en todos los alelos reordenados y aumentar su accesibilidad en el paso
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de timocitos DP a SP. El anzuelo Ea fue elegido por ser la secuencia clave en la
regulacion transcripcional del gen Tcra, tanto en el contexto no reordenado

como reordenado.

Nuestros experimentos de 4C-seq revelaron que tanto Ca peak como Ea
son capaces de establecer interacciones de forma independiente con el 5" sub-
TAD y el 3" sub-TAD. Asi pues, hemos identificado una nueva secuencia, Ca
peak, que junto con Ea, es capaz de establecer interacciones con ambos sub-
TAD. Ademas, se observO que Ea y Co peak no establecen nuevas
interacciones a largas distancias con secuencias del gen Tcra que permanecen
integradas tras la recombinaciéon VaJa, sin embargo, se detectaron claras
interacciones de estas dos regiones, tanto de forma independiente como
conjunta, con regiones del 3" sub-TAD en timocitos DP y linfocitos T af3. Por lo
tanto, la region Ca peak—Ea interacciona con ambos sub-TAD en timocitos DP
y linfocitos T aff. Estos datos, en consonancia con resultados previos en
timocitos DP (99), indican que la region Ca peak—Ea es capaz de superar la
barrera formada por la region LCR HS2-6, la cual se sugiri6 previamente que
aislaba el 3”sub-TAD de la influencia de Ea. Asi como al locus Tcra/Tcrd de la

influencia de los genes localizados en el 3" sub-TAD (126,128).

Nuestros analisis de 4C-ker indican ademas que las interacciones de la
region la region Co peak—Eo con el 3°sub-TAD se intensifican muy
fuertemente en el paso desde un contexto del gen Tcra no reordenado en
timocitos DP a un contexto del gen Tcra reordenado en linfocitos T af. Estos
datos sugieren que este refuerzo de las interacciones de Ea y Ca peak con
regiones situadas en el 3" sub-TAD podria impedir que la bajada de actividad
del enhancer que ocurre en esta transicion se traduzca en una pérdida de
expresion de la cadena TCRa en linfocitos T af. Actualmente se desconoce el
mecanismo molecular que regularia este proceso. Un descenso en la funcion
aislante de la region LCR HS2-6 durante el desarrollo de las células T podria
ser una posible causa por la que se detecten mayores interacciones entre la

region Ca peak—Ea y el 3”sub-TAD en linfocitos T aff que en timocitos DP.

Los mapas previos de Hi-C realizados en timocitos DP indicaron que los

dos sub-TAD estan fisicamente segregados, mostrando interacciones de Ea
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que se extienden hasta los segmentos Va proximales en el 5" sub-TAD y hasta
Chd24 en el 3" sub-TAD (99). Por tanto, estos experimentos confirman que la
localizacion de este enhancer en el limite entre dos sub-TAD le permite la
interaccion hacia ambos lados. El rango de interacciones de Eo (y muy
posiblemente también del fragmento Ca peak—Ea) se extiende a lo largo de
toda la extension del 5”sub-TAD que ocupa 525 kb y del 3" sub-TAD que ocupa
400 kb, en un area total cercana a 1 Mb, lo cual identifica a este enhancer como
uno de los mas potentes descritos en eucariotas en cuanto al area de influencia

que abarca en su accion.

Los mapas de Hi-C en timocitos DP de ratones EaCBE~/- mostraron que
la longitud e intensidad de las lineas que identifican las interacciones de Ea
con el 5" sub-TAD y el 3”sub-TAD estan debilitadas respecto a las observadas
en los mapas de ratones WT (99). Estos resultados sugirieron que Eacore u
otras regiones cercanas situadas 5° de los EaCBE (presentes en los ratones
EaCBE/-) participan en la organizacién de los sub-TAD a través de la extrusién
asimétrica de la cromatina en timocitos DP. En consonancia con esta
interpretacion, nuestros datos indican que la regién Ca peak participa en el
establecimiento de interacciones fisicas con ambos sub-TAD. La ubicacion de
la region Ca peak-Ea en el limite entre ambos sub-TAD junto con su capacidad
para de establecer interacciones especificas hacia ambos lados sugiere que esta
region funciona como un conector entre ambos sub-TAD. El mecanismo
molecular de como esta regidon opera para esta funcién podria estar
relacionado con la identificacion de posiciones variables en los limites entre
dos sub-TAD en células individuales, lo cual podria ser la consecuencia de una

diferente interaccion entre dos sub-TAD vecinos en cada célula (170).

Nuestros datos de deteccién de interacciones de Ea con regiones del
3”sub-TAD abren la puerta a una posible regulacion transcripcional de los
genes presentes en esta region por el enhancer. Analisis recientes, incluyendo
un estudio de nuestro laboratorio, han revelado que Ea es capaz de regular la
transcripcion de ciertos genes en el 3" sub-TAD en timocitos DP y linfocitos T
aB (99,100). En concreto, se ha demostrado que Ea es capaz de activar la
transcripcion de genes situados en los extremos del 3" sub-TAD: Dad1 y Abdh4

localizados en el extremo 5°, y Prmts, Haus4, Ajuba y Chd24 localizados en el
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extremo 3”; sin embargo, los genes localizados en el centro de este sub-TAD,
como Slc7az, Mmpi4 y Lrp1o, son independientes del enhancer. Estos datos
sugieren que los genes localizados en los extremos del 3" sub-TAD tienen una
mayor probabilidad de interactuar con las regiones Ea y Ca peak. Este efecto
podria derivarse de la extrusion alélica asimétrica mediada por los EaCBE,
teniendo los bordes de la extrusién mas probabilidades de interactuar que la

zona interna del lazo extruido.

Datos recientes de nuestro laboratorio han ahondado en la regulacion
de los genes del 3" sub-TAD por Ea, observandose el inesperado hallazgo de
que el enhancer es capaz de activar la transcripcion de Dadi y Haus4 en
timocitos DN3a y células no-T, cuando el enhancer esta definido como
“inactivo” ya que no es capaz de activar la transcripcion del gen TCRa (60,100).
El hecho de que los efectos observados ocurran solo sobre genes especificos
apoya la idea que sea consecuencia de la activacion dependiente de Ea de
determinados promotores en estas células. Estos resultados indican que la
definiciéon previa de Ea como “inactivo” en timocitos DN3a, “activo” en
timocitos DP e “inhibido” en linfocitos T af3, basada exclusivamente en su
capacidad para activar la transcripcion germinal no codificante del gen Tcra

no reordenado durante el desarrollo de las células T (23,94), debe ser revisada.

Ea posee una configuracion de cromatina abierta durante todo el
desarrollo de los linfocitos T (Figura 23) (www.immgen.org). La formacion del
enhanceosoma de Eoa en timocitos DN3a es consecuencia de la unidn
cooperativa de multiples factores de transcripcién constitutivos a la cromatina
del enhancer, antes de su activacion para inducir la transcripciéon del gen Tcra
durante la seleccion B (23,135,136,138,171). La sefial del pre-TCR activa la
transcripcidon germinal del gen Tcra en timocitos DP a través del reclutamiento
de factores de transcripcion inducibles y la disociacion de los factores
supresores HOXA, lo que resulta en el inicio de esta transcripcion no
codificante del gen Tcra que desencadena los reordenamientos VaJa (60,138).
Por lo tanto, el reclutamiento de factores de transcripcion inducibles mediado
por el pre-TCR y la pérdida de los factores HOXA del enhancesosoma presente
en timocitos DP activa Ea. Esta activacion es necesaria para la activacion de la

transcripcion de los promotores Va proximales y Ja en el 5" sub-TAD (60,138),
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y es también probablemente necesaria para la activacion de los promotores
Abdh4y Chd24 en el 3" sub-TAD en timocitos DP, pero no paralos promotores
Dad1 y Haus4 del 3°sub-TAD que estan constitutivamente activados por el
enhancer en timocitos DN3a. Actualmente se desconoce como se controla la
distinta regulacion temporal de Ea para la activacion transcripcional de sus

genes diana en ambos sub-TAD.

Es interesante que varias de las proteinas codificadas por los genes
dependientes de Ea en los extremos del 3”sub-TAD son relevantes durante el
desarrollo y la funcion de los linfocitos T. Entre estos genes destacan Dadli,
Prmts y Ajuba. DAD1 regula la N-glicosilacién, la cual es importante para la
prevencion de la muerte celular por apoptosis y su sobreexpresion esta
relacionada con la activacidon de los linfocitos T (157-159). PRMT5 es una
arginina metiltransferasa que cataliza la dimetilacion simétrica de argininas de
muchas proteinas, entre las que se encuentran las presentes en el residuo 3 de
la histona H4 y el residuo 8 de la histona H3 (160,161). Esta proteina promueve
la proliferacion y supervivencia de células cancerosas, células madre y
linfocitos (162—164), y tiene un papel importante en la diferenciacion y
migracion de células leucémicas en la leucemia aguda mieloide (Acute Myeloid
Leukemia, AML) por lo que podria ser una diana terapéutica para este tipo de
cancer (166); podria ser relevante que su deleciéon en linfocitos T impide el
desarrollo de los timocitos a células T, reduciéndose su nimero incluso en
ratones heterocigotos (165). AJUBA funciona como una proteina andamiaje
para el ensamblaje de proteinas involucradas en funciones fisiol6gicas como la
adhesion celular, mitosis, meiosis, supervivencia, expresion génica o
procesamiento de microRNA (167). Esta informacién permite especular sobre
una posible funciéon de Ea en la regulacion de la proliferacion y la
supervivencia de los linfocitos T, y otras células, mediante la regulacion de la

expresion de estos genes del 3" sub-TAD (92).

Como resumen de las conclusiones de esta tesis, los datos mostrados
demuestran que 1) Ea es fundamental para la transcripciéon del gen Tcra
reordenado y la expresion del TCRa en linfocitos T humanos y murinos, 2)
Ea y Ca peak participan conjuntamente en esta regulacion mediante el

establecimiento de interacciones fisicas con regiones del 5 sub-TAD y del
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3”sub-TAD, y 3) nuestros andlisis de 4C-ker indican un fortalecimiento de
dichas interacciones con el 3°sub-TAD en la transicién de timocitos DP a
linfocitos T af, junto con la transicién de un estado génico no reordenado a
otro reordenado. Estas conclusiones permiten establecer la hipotesis de que el

fortalecimiento de estas interacciones podria constituir el mecanismo
molecular que impide una bajada de la expresion de la cadena TCRa, a pesar
de la fuerte disminucion de actividad de Ea en linfocitos T off. Futuros
experimentos seran necesarios para poder separar las funciones de Eacore y
EaCBE mediante la generacion de nuevos modelos animales, entender la
regulacion dependiente de Ea de los genes del 3°sub-TAD y analizar las

consecuencias de la regulacion de estos genes por el enhancer.
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