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ABREVIATURAS

3D-FISH: hibridacion fluorescentia situ
tridimensional

4A: albumina bovina 3% en 4XSSC Tween
20.0,1%

4T: 4XSSC- Tween 20 0,1%

A: adenina

A2TBST: albumina 2% TBS1X- triton 0,05%
ADN: acido desoxirribonucléico

ARN pol Il : ARN polimerasa Il

ARN: acido ribonucléico

Asb4: proteina 4 que contiene repeticion
ankyrin y caja SOCS

Asfl: proteina 1 con funcién de anti-
silenciamiento

BAC: cromosoma artificial bacteriano

BAF: proteinas de barrera al factor de
integracion

BCL2: oncogén 2 asociado con
leucemia/linfoma de células B

Bio: biotina
BSA: albumina de suero bovino

BUBI1B: proteina quinasa en serina/treonina
de punto de control de la mitosis

C: citosina
cADN: ADN complementario

CAP-D2: subunidad 2 del complejo no SMC
de condensina |

CAP-G: subunidad G del complejo no SMC
de condensina |

CenH3 CENP-A histona H3 del centromero

CENP A, B, C: proteinas centroméricas A, B,
C

c-Met proto-oncogémet (receptor de factor
de crecimiento en hepatocitos)

Ct: ciclo umbral

CTCEF: factor de union a CCCTC
DAPI: 4’-6-diamino-2-fenilindol
Dig: digoxigenina

DOP-PCR: PCR que utiliza cebadores de
oligonucledtidos degenerados

SD: Desviacion estandar
DSCR: region critica del Sindrome de Down
DYRK1A: proteina quinasa 1A, con

especificidad dual regulada en fosforilacion
en tirosina

DaM Cy5: anticuerpo de burro anti raton
conjugado con cyan5

DaeM Tx Red: anticuerpo de burro anti raton
conjugado con rojo Texas

DaRb FITC: anticuerpo de burro anti conejo
conjugado con fluoresceina

F50: formamida al 50% en tampdén 2xSSC
F70: formamida al 70% en tampdn 2xSSC
FISH: hibridaciénin situ fluorescente
FITC : Fluoresceina-5-isotiocianato

G: guanina

GADPH: enzima gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa

Gpx: enzima glutation peroxidasa
H: humano

H1: histona H1

H2A: histona H2A

H2B: histona H2B

H3: histona H3

H3K9: histona H3 trimetilada en la lisina 9
H4: histona H4

H5: histona H5

HBSS solucién tampén Hanks
HCI: acido cloridrico

HCNE: elementos no codificantes altamente
conservados

HJURP: proteina centromérica que incorpora
CENP-A

HMG : grupo de proteinas de unién al
nucleosoma

Hox: homeobox

HP1: proteina 1 de la heterocromatina
HRP: peroxidasa de rabano

HSA: Homo sapiens

IFNy: Interferon gamma

IgF2r: receptor tipo insulina de factor 2 de
crecimiento

114-5-13: genes de interleucina 4,5y 13
KCI: Cloruro potasico
kDa: kiloDalton



ABREVIATURAS

KIf1: factor de transcripcion “Krueppel” de
eritrocitos

LCR: region de control del locus

LINE : elementos nucleares dispersos largos
MAR : region de anclaje a la matriz

MARN: ARN mensajero

Min : minutos

Mnb: gen minibrain

Mpb: Mega pares de bases

Mps1: proteina esencial para la segregacion
de cromosomas y la duplicacién de los
centrosomas

Myc: oncogén de mielocitomatosis

MaRNA pol Il : anticuerpo primario de raton
anti ARN polimerasa I

NaOH: hidréxido de sodio

NBSFB: Medio neurobasal suplementado con
SFB

ncARN: acido ribonucleico no codificante
NLR: longitud de repeticién nucleosomal
nm: nanémetros

NOR: region organizadora de nucléolo
NPMN: anticuerpo anti nucleofosmin
ORI: origen de la replicacion

P/V: parte por volumen

pb: pares de bases

PBS solucién tamp6n de fosfato

PCR: reaccién en cadena de polimerasa

Plk4: proteina quinasa 4 localizada en los
centriolos

PML : leucemia promielocitica
POT1: proteina terminal de los telémeros

PSE antibioticos, penicilina estreptomicina y
fungizona

R: ratén

Rap1: proteina de union al telémero con
efecto activador/represor

RbAp48: proteina asociada a la acetilacion de
histonas, ensamblaje de la cromatina, unién
a retinoblastoma, etc

Rgb: canales azul, rojo y verde
ROS: especies reactivas de oxigeno
Rpm: revoluciones por minuto

SAR: regiones de anclaje a un andamio
proteico

SATBI1: proteina de union a secuencias ricas
enAyT

Scc3 proteina 3 de cohesién de las cromatidas
hermanas

s: segundos

SFB: Suero fetal bovino

SINE: elementos nucleares dispersos cortos
SKY': cariotipado espectral

SMC: complejos de mantenimiento estructural
de los cromosomas

SOD1: Superéxido dismutasa 1
SSC solucion tampén salino

StAvidin-txRed: estreptoavidina conjugada
con Texas red

STR: secuencias cortas de repticién en tdndem
SU(VAR)3-9: histona metil transferasa

T: timina

TBS: solucién tampén Tris

Topo II: topoisomerasa Il

TPP1: enzima proteasa 1 de tripéptidos

TRF1y TRF2: factores 1y 2 de unién al
telébmero

VNTR: repeticiones en tAndem en nimero
variable

WGA : amplificacién de genoma completo

Zacl: proteina de unién al ADN reguladora de
la apoptosis y el ciclo celular

aDig-FITC : anticuerpo anti digoxigenina
conjugado con fluoresceina
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INTRODUCCION

1.1 Acido desoxirribonucleico

El genoma es el conjunto de informacion genéticlmsl®erganismos vivos. El 4cido
desoxirribonucleico (ADN) es la molécula biol6gieam la que se encuentra
codificada esta informacion y su estructura es k& uha doble cadena
polinucledtidica con disposicion antiparalela (Watsy Crick, 1953). Los
nucleotidos estan formados por una base orgaricggenada que puede ser purica,
adenina (A) o citosina (C), o pirimidinica, timiff&) o guanina (G), un azucar
pentosa (2-desoxirribosa) y un grupo fosfato quéaade enlace fosfodiester para
formar la cadena polinucleotidica (enlace-8"). Las bases nitrogenadas se
emparejan mediante puentes de hidrégeno (A = E G) por la existencia de
complementariedad entre ellas.

En condiciones fisiol6gicas se ha demostrado, mealidifraccion de rayos X, que
la doble hélice de ADN es dextrdgira, da una vuettapleta cada 3,4 hm y posee
un didmetro de 2 nm. Esta estructura caracteriggtaADN se conoce como B-
ADN, tiene 10,5 pares de bases (pb) por vuelta gliense pueden diferenciar un
surco menor de 1,2 nm y un surco mayor de 2,2 mmoxapadamente (Luger y
cols., 1997). Ademas, el ADN adquiere otro tipoedtructuras a las que se le
asignan diferentes letras. La estructura Z-ADNadlegte nombre por la disposicion
en zig-zag que la molécula adquiere en presencimaelta concentracion de sales
y una secuencia de G, C alternadas. La metilace@dncarbono 5 de la citosina
estabiliza significativamente la conformacion Z-ADNhibiendo la transcripcién
(Fujii y cols., 1982). La capacidad de adquiriresturas diferentes a la candnica B-
ADN es caracteristica de las secuencias de ADNtitieps, abundantes en el
genoma. Algunas de ellas, como la estructura aum#é/horquilla, deslizada (S-
ADN), triplex (H-ADN), G-cuadruplex y Z-ADN, se foranin vivo, al menos de
manera transitoria, durante los mecanismos molexsilade replicacion,
transcripcion, reparacion o recombinacion del AN, los que comuUnmente la
torsion de la hebra es muy alta (Fig. 1) (Buskelg.c2011).

La capacidad de las secuencias repetitivas de rirdgoa conformacion de ADN

alternativa se ha asociado con inestabilidad gemétis decir, seria una causa de
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mutaciones, deleciones, expansion y traslocacioneecariotas y procariotas
(Mirkin, 2007; Zhao y cols., 2010) En el linfomalitmlar se ha observado la
formacion de una estructura G-cuadrlplex del ADNlarzona de rotura de la
traslocacion (14;18) que afecta al @@L2 (Nambiar y cols., 2011).

Fig. 1. Imagenes de las figuras alternativas deNARruciforme (A), Z-ADN (B), triplex (C),
cuadruplex (D), deslizada o S-ADN (E). (Zhao y cdt910).

El genoma humano nuclear contiene 3,2xil0 (Lander, 2011). Aproximadamente
el 5% es una fraccion de ADN funcionalmente impagay muy conservada en la
evolucion, del cual tan solo el 1,1% es codificat¢eproteina y un 4% contiene
elementos funcionales no codificantes (HCN#ghly Conserved Non-coding
Element} (Alexander y cols., 2010). Esto incluye genesAdRN, en los que el
producto final son moléculas de ARN que no codifipaoteina (ncCARN), pero que
participan en la regulacion génica y el procesatuide los transcritos (Ghildiyal y
Zamore, 2009) y una variedad de secuencias regaksdmpaces de modular la
expresion génica a nivel de ADN y ARN (Strachanea® 2010). Se ha observado
que frecuentemente estas secuencias localizargemes de baja densidad génica
junto a genes implicados en el desarrollo embrion&n ratén, el andlisis a gran
escala de estas secuencias reveld que se encuembrgecidas en regiones
activadoras de la expresion especifica de caddotdp que sugiere una compleja
regulacion durante este periodo (Pennacchio y,&086).

La fraccion mayoritaria del genoma (95%) se compdeesecuencias altamente
repetitivas no codificantes que en parte son agiapeas localizadas en tdndem
(ADN satélite), pero fundamentalmente se trata ej@eticiones dispersas en el

genoma (retrotransposones) (Ting y cols., 2011).
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El ADN satélitea, que se encuentra en el centrémero de todos éososomas, es
una estructura clave para la correcta interacciénlas cromosomas con los
microtubulos del huso mitético durante la divisa@ular, asegurando una adecuada
segregacion en la mitosis y la meiosis. Los mi¢édises son secuencias cortas de
nucleotidos (1-5 pb) que se repiten en tAndem emeral variable en el genoma,
probablemente por deslizamiento de la cadena de ADMinte la replicacion
(Schlotterer y Tautz, 1992). Son secuencias altteroiimorficas en la poblacion,
lo que permite su uso como marcadores, facilmed¢atificables mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Sin rgmbai la variacion en el
namero de repeticiones afecta a la region del pranpuede implicar cambios en la
expresion génica (Vinces y cols., 2009). Las sexiaenAlu y LINE (ong
Interpersed Nuclear Elements)tienen la capacidad de actuar como
retrotransposones que se copian e insertan enregases del genoma, causando
reordenamientos cromosémicos y mutaciones. Los tevede recombinacion
ilegitima entre repeticiones Alu que se encuentratocalizaciones cromosoémicas
distintas pueden resultar en deleciones o insegsi@Muotri y cols., 2010). La
duplicacién de segmentos de ADN ha resultado eiacianes en el niumero de
copias susceptibles a mecanismos genéticos eruéopueden suceder alteraciones
estructurales en la secuencia como delecionegciases, inversiones, etc. que se
han implicado en sindromes y trastornos en la pabia(Kidd y cols., 2008;

Dierssen y cols., 2009).

1.2 Cromatina: ADN y proteinas

El ADN no esta aislado en el nucleo celular, sine ge encuentra asociado a
proteinas de distinta naturaleza, histonas y praseho histonicas, formando la
cromatina. Las histonas son proteinas basicas quervienen en el
empaguetamiento del ADN. Ademas participan en dasibnes de éste mediante
interacciones proteina-proteina entre ellas y ctvasoproteinas cromosomicas
distintas. Aungue las histonas, con un alto gradocdnservacion evolutiva,

predominan en la mayoria de las células, hay akjareepciones; asi, por ejemplo
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el ADN en los espermatozoides esta compactadoipaineente por proteinas no
histénicas denominadas protaminas (Johnson y @0i%1,).

El nucleosoma es la unidad estructural de la cromaEn el nucleosoma un
segmento de la molécula de ADN de aproximadametiteph y 2 nm de diametro
se enrolla en sentido contrario a las agujas dej cen un giro de 1,75 vueltas
alrededor del octamero de histonas, que esta farpaddos moléculas del dimero
H3-H4 flanqueadas por dos dimeros H2A-H2B (Lugeols., 1997) (Kornberg y
Lorch, 1999). La union entre el ADN vy las histomssde naturaleza electrostatica
entre los grupos cargados positivamente de lagrgisty las cargas negativas de los
fosfatos del ADN. Las colas N y C terminales dehigsonas se extienden fuera del
cuerpo del nucleosoma, donde suceden modificaciepégenéticas reversibles
como la acetilacion, la metilacion, la fosforilatjoetc. Cambios moleculares
(metilacién) en la secuencia de ADN estan reladosacon el silenciamiento
estable de la expresion (Cedar y Bergman, 2009tevggeols., 2011).

La unién entre dos nucleosomas la establece la anisoiécula de ADNIipker),
pero asociada a la histona H1, formando un puemtele confiere flexibilidad y
capacidad de plegarse sobre si misma. Las histsnagion no actian unicamente
en la arquitectura de la cromatina, sino que p@ppnan capacidad reguladora
mediante la interaccion con otras proteinas (McBryecols., 2010). Ademas de las
histonas que conforman el nucleosoma H2A, H2B, HB4yhay variantes que
corresponden con isoformas no alélicas que afeclamrstructura y estabilidad de la
cromatina (Park y Luger, 2008).

Algunas variantes de las histonas y su funciéesemen en la Tabla 1.



INTRODUCCION

Tabla 1. Variantes de las histonas, funcién e &et@6n con otras proteinas (Henikoff, 2008).

HISTONA DESCRIPCION-FUNCION INTERACCION
CenH3 Histona H3 especifica de centrémero RbAp48, Asfl
H3.3 Variante de la Histona H3 HirA, Asfl

H2A formada con un motivo C-terminal que

A convierte los sitios con serina fosforilada erositie INO8O0
rotura de doble hebra
H2A.Z H2A que se sitGa en la zona promotora del ger SWR1
H2AY Variante de la H2A.X y H2A.Z presente en Tip60
D. melanogaster

Macro Variante de la H2A especifica de los vertebradc :

H2A asociada con la cromatina silenciada DESREE
H2 ABbd Variante de la H2A especifica de vertebrados Desconocida

asociada con la cromatina activa

Asfl: proteina 1 con funcion de anti-silenciamiertirA: complejo de ensamblado a nucleosoma;
INO8O: proteina 80 dependiente de inositol; RbAg#B asociado a retinoblastoma; SWR1: complejo
Swi2/Snf2 relacionado con el remodelado de la cto@aTip60: p60 interactiva Tat.

Recientemente, se ha demostrado que el ADN unidoc@déosoma tiene un mayor
grado de metilacién que el ADN flanqueante, con peéaodicidad de 10 pb.

Ademas, esta enriquecido en secuencias de exdniggiah que la enzima ARN

polimerasa Il (ARN pol Il) (Chodavarapu y cols.,120. El posicionamiento de los
nucleosomas podria no ser aleatorio en el genoroatyibuir en la regulacion de la
transcripcion génica y la organizacion estructutalla cromatina (Arya y cols.,
2010).

En condiciones no fisiologicas el conjunto linea ducleosomas forman el
nucleofilamento de 10 nm, denominado collar de @senSin embargo, esta

configuracion no parece existir en el nucleo, quostantaneamente sufre un
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enrollamiento originando la estructura de nm de diametro (Fransz y de Jong,
2011). La fibra de 30hm tiene una organizacion helicoidal con grado de
compactacion de 70-160 kb [fmaunque este nivel de organizaciéon tambié
considerado transitorien vivo(Robinson y cols., 200tMaeshima y cols., 2010) Se
han propuestadistintos modelos para explicar la organizacion laefibra de
cromatina (Wu y cols2007). En el modelo de solenoide interdigitado memgen,

la hélice primaria esta formada por un numero iguaiferior a seis nucleosom
que se apilarian de forma lineal, formando hélgm=undarias (Fi 2B) (Daban y
Bermudez, 1998). Mientras queecientemente en el modelo helicoidal de d
origen, los nucleosomas generan una estructurdg-zag y se organizan en dos
filas de manera alternada (Schalch y , 2005; Grigoryev y cols., 2009) (Fig. 2C).
Esta a su vez puede adquitina estructura denominada de cinta helicoidal
compacta, corll,6 nucleosomas por 11 no estructura cruzada&rpssed-linke.
La estructura cruzada supone wasaante del modelo en i-zag de los nucleosomas

que se empaguetaria sobre su propicormando una doble hélice con un nimero

de nucleosomas por vuelta que depende de la lahg@uADN de union

Fig. 2.Imagen estructural del nucleosoma (Luger y , 1997) (A). Modelo de solenoide de un origen
(B). Modelo helicoidal de doble origen o zgg (C) (Robinson y co, 2006).

La longitud del ADN de union tiene una influencia@edta en la organizacic
estructural de la cromatina. La longitud del ADNweon se encuentra entre 1i
90 pb yjunto con el ADN nucleosomal (1 pb) generan repeticiones de
nucleosomas (NLR\Nucleosome Repeat Len) entre 167 y 237 pb (Wong y cols.,

2007). Se ha demostrado que lasiaciones en la longitud del ADN de un
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suponen una interaccion diferencial con las histode@ unién e influyen en la
compactacion de la cromatina (Routh y cols., 20083%. secuencias largas de ADN
de union requieren de las histonas para una mayopactacion y organizacion de
los nucleosomas en la fibra de 30 nm. Por lo cdoirai la longitud del ADN de
union es pequefia, el acceso de las histonas es mdadfibra de cromatina se
dispone mas laxa y activa, como en las levadu@teraccion del ADN con H1y
H5 induce compactacion, estabilizando la fibra@e® (Li y cols., 2010).

Los conocimientos sobre la organizacion de la ctimaa niveles superiores a la
fibora de 30 nm y los mecanismos que la determinam escasos (Patrushev y
Minkevich, 2008). Sin embargo, la matriz nuclearepa mediar la formacion de
lazos cromatinicosn vivo. Las secuencias de ADN MARMA@trix Attachment
Region o SAR Scaffold Associated Regigrson regiones de aproximadamente 200
pb, ricas en A-T, que se fijan preferentemente leandamiaje nuclear (Wang y
cols., 2010a). Algunas caracteristicas incluyenieecias consenso para la union de
topoisomerasa Il (Topo Il), regiones libres de easbmas, estructura triplex-ADN,
repeticiones invertidas y sugieren su funcion camgen de la replicacién (ORI) y
activadores transcripcionales (Girod y cols., 20@)factor SATB1 organiza el
locus del complejo mayor de histocompatibilidadseldl en lazos cromatinicos
mediante la union de MAR a la matriz nuclear. Ersiiamiento del geSATB1
imita el efecto del interferon gamma (liHNen la arquitectura de la cromatina,
alterando la expresion génica en el locus. Paritotse considera que SATB1 es un
factor que juega un papel principal en la organiracle la cromatina a niveles
superiores y en la regulacion génica (Galande 3.,c2007).

En un primer modelo de compactacion de la cromaimkos niveles superiores a la
fibra de 30 nm, Mirkovitchy cols postularon que las secuencias SAR se ubican
préximas unas a otras en el andamio cromosdémicmaindo lazos de cromatina de
20-150 kpb en una estructura denominada supersoéede alrededor de 300 nm de
didmetro (Fig. 3). El andamio cromosomico estariacfpalmente constituido por
proteinas de tipo Topo Il y condensinas situadala®iases de los lazos de ADN

(Mirkovitch y cols., 1988). Un modelo alternativaropone que los niveles
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superiores de compactacion de la cromatina se naltiesimplemente por

plegamiento helicoidal de la fibra de 30 nm hastimer una fibra de 150-300 nm,
sin anclaje a ningun eje proteico (Bak y cols., 7)9Algunas evidencias de este
modelo en células de mamifero mostraron una jei@rgm los patrones de
plegamiento de la fibra de cromatina de 30 nm, queuye estructuras

intermediarias de 50, 100 y 130 nm. Los tubos deri2f plegados helicoidalmente
sufren nuevos plegamientos que darén lugar a laaida metafasica de 700 nm
(Belmont y Bruce, 1994).

2nm 10 nm 30 nm 300 nm 700 nm 1400 nm
= — = —=

Centrémero

Telémeros

Fig. 3. Niveles de compactacion de la fibra de aima (Patrushev y Minkevich, 2008).

La cromatina en el nucleo en interfase se dispamenelajada y sufre cambios en la
compactacion durante los procesos de transcripgioneplicacion, que son
localizados y menos pronunciados que en metafates Eventos de compactacion
y relajacion estan asociados frecuentemente coificaones epigenéticas a nivel
de las colas de las histonas y con metilacion gleitasinas del ADN que componen
la cromatina.

Las caracteristicas estructurales y funcionalesladeeromatina han permitido
diferenciar la eucromatina y la heterocromatina. diecromatina contiene una
densidad génica alta, resulta transcripcionalmaati#a y supone alrededor de 2,9
Gpb en el genoma humano. Se caracteriza por la levé de moléculas de H1 y la
acetilacion de las histonas del nucleosoma. Laewsation de la eucromatina no es
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uniforme y la transcripcion génica depende del telular y la funcion (Strachan y
Read, 2010). La heterocromatina es una fraccio208eMpb en el genoma que se
mantiene altamente condensada durante el cicldacetiene replicacion tardia en
fase S y es relativamente pobre en genes compaoadéa eucromatina. A nivel
molecular, en la heterocromatina predomina la amth del ADN, la union de H1,
la hipoacetilacion de las histonas, la metilaciénlalhistona H3 en la lisina 9 y la
presencia de la proteina de heterocromatina 1 (HR&) heterocromatina
constitutiva, transcripcionalmente inactiva, copmsle con las secuencias
altamente repetitivas de los centrémeros y loanietés, donde dificulta la accion
de los elementos transposones y asegura la edsabifi la integridad del genoma.
Sin embargo, la heterocromatina facultativa se entca en regiones eucromaticas,
donde las proteinas de la heterocromatina supamemeganismo capaz de reprimir
la expresion de determinados genes de manera egidisel y Paro, 2011). El
contenido de eucromatina y heterocromatina es H&meae cada uno de los
cromosomas Yy de las diferentes especies (Intenadtiduman Genome Sequencing
Consortium, 2004).

1.3 Cromosomas

Los cromosomas son las unidades fisicas del gempmaconstituyen estructuras
fundamentales para la transmision y la expresioadeformacion genética. El
ADN vy las histonas constituyen el 66% de la massleromosomas, mientras que
el resto lo constituyen proteinas no histonicasfaanion estructural. Las proteinas
implicadas en la estructura de los cromosomas isedeatificadoin vitro, pero su
funcionin vivo aun no esta completamente elucidada (Maeshimasp\w:12008).
Estas ultimas son fundamentalmente de dos tipageipas de alta movilidad
(HMG, High Mobility Group y proteinas barrera al factor de integracion (BAF
Barrier to Integration Factoy. Las proteinas HMG-A se unen a regiones del ADN
ricas en AT, las HMG-B intervienen en los procedestorsion del ADN vy las
HMG-N participan en la reorganizacion de los nustenas (Hock y cols., 2007).

La Topo Il, las condensinas y las cohesinas soteimas BAF que se organizan en
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dimeros. La Topo Il es la proteina estructural mt@sndante de los cromosomas,
cada una de sus cadenas polipéptidicas tiene uafitarde 175 kDa y esta
distribuida de manera discontinua a lo largo delogpmosomico. La Topo Il actia
en funciones biolégicas esenciales como la repboacla transcripcion y la
segregacion de los cromosomas, debido a su adtieiozimatica endonucleasa, que
produce cortes sobre el ADN bicatenario. Esta fumpiermite aumentar o disminuir
el nivel de enrollamiento de la molécula de ADNignear la torsién que se genera
al condensarse y descondensarse la cromatinas(Na089).

Las condensinas y las cohesinas forman parte dddneminados complejos de
mantenimiento estructural de los cromosomas (SEi@jctural Maintenance of
Chromosome ComplexEn las células eucariotas se expresan al menasoc
miembros de este complejo SMC, que son genérican#EnPasas de alrededor de
150 kDa, plegadas en espiral y que terminan enrdosglobulares. EI complejo
cohesina esta formado por SMC1 y SMC3 junto corsikle y una subunidad
adicional Scc3 Sister chromatide cohesipNasmyth y Haering, 2005). Este
complejo adquiere una estructura anular que alaaziibras de la cromatina de las
cromatidas hermanas, manteniéndolas cohesionadts dlainicio de la anafase
(Fig. 4). Recientemente, se ha descrito la intédacde las cohesinas con el factor
CTCF (CCCTC-binding factgr lo que implica que éstas actian en la orgarémaci
del genoma y la regulacion génica (Hadjur y c@8Q9; Bose y Gerton, 2010).

El complejo condensina | esta formado por una sdadnSMC2, SMC4, kleisina y
dos proteinas accesorias, CAP-D2 y CAP-G, mieiguasel complejo condensina |l
es similar, salvo que se compone por dos subursd&MC?2 (Fig. 4). Estos
complejos proteicos constituyen uno de los elenseastructurales fundamentales
que intervienen en el empaquetamiento de los cromas metafasicos (Hagstrom y
Meyer, 2003).

12
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Fig. 4. Estructura de los complejos de cohesina {Agondensina (B) y su localizacién en el
cromosoma metafasico entre las cromatidas herm@ay longitudinalmente (D). (Hagstrom y
Meyer, 2003). CAP, subunidades del complejo no SMdadeondensina I; SMC, complejos de
mantenimiento estructural de los cromosomas; SSfieipas de cohesién de las cromatidas hermanas.

Los complejos de condensinas, después de la Tgpsoll los componentes
proteicos mas abundantes de los cromosomas. Efaset@dquieren un patron de
distribucion caracteristico alternado, en el quebian interviene la Topo Il (Ono y
cols., 2003). La supresion de Topo Il no compromieteestructura de los
cromosomasn vitro de Xenopus, pero resulta esencial para el cormtdamblaje
de los cromosomas y para la separacion de las tidamaen anafase. Las
condensinas se distribuyen de manera axial errémsosomas y las mutaciones en
estas proteinas o su ausencia implican la pérdiddand correcta condensacion
(Hirano y Mitchison, 1993; Hirano, 2006).

Marko propuso un modelo de organizacion de los osmmas metafasicos en el que
intervienen cohesinas, condensinas y Topo |l (Ma@08). Los dominios de
cohesina se establecen alrededor de la fibra deatima de 30 nm a una distancia
de 1000 nm entre ellos y los complejos de condandjnméas abundantes, estan
distribuidos regularmente de manera longitudinad.(6A). En profase temprana

éstos inducen el acortamiento de la fibra compdendintre dos dominios de
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cohesina mediante la formacion de bucles primedle ynas rosetas cromatinicas o
cromomeros de 100 nm de diametro hacia el fingrdéase (Fig. 5B y C). La Topo
I, también distribuida longitudinalmente de formegular, facilita la resolucién de
los enredos que surgen durante este proceso. eldaial del estadio de profase, la
fibra de cromatina de 100 nm de didmetro pierdedgor parte de las cohesinas y
sufre plegamientos que favorecen el apilamienttbsleeromomeros e incorpora la
condensina |, que a su vez favorece la contract®da cromatina longitudinalmente
(Fig. 5D y E), lo que aumentaria el diametro dehwvssoma metafasico (Fig. 5F y
G) (Marko, 2008). Sin embargo, este modelo no deter la reproducibilidad del
empaguetamiento de la cromatina a pequefia escdtss emomosomas mitoticos.
Belmont y colaboradores describen este fendmenm damsimetria de las sefiales
del operdn lac respecto del eje de Topo Il en cemmas individuales. Ellos
observaron que la posicién de las sefiales resulgginaducible longitudinalmente,
no de manera axial, con una variacion en torno @ 86. Por otro lado,
determinaron una ausencia de simetria entre ladesede las cromatidas hermanas.
La condensacion de los cromosomas se produce deranemordinada en el tiempo
y en el espacio y aun asi los mecanismos de coagidctde las croméatidas
hermanas parecen independientes (Strukov y Belr2008). Recientemente se ha
observado que la regulacion epigenética que manékoontrol de la compactacion
de la cromatina a un nivel menor podria permanecdos cromosomas mitoticos y

asi contribuir en la transmision de la informaay@mética (Zaidi y cols., 2010).
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Fig. 5. Modelo de compactacién de la cromatina mherda mitosis. En la fibra de cromatina (A),
formacion de bucles (B) y cromémeros (C) hasta enfénto de cromémeros enrollados (D).
Contraccién de la cromatida (E), para aumentaréeghdiro del cromosoma metafasico (E y F) (Marko,
2008).

Los cromosomas fueron observados por primera veeékias de plantas por el
botanico suizo Karl Wilhelm von Né&geli en 1842 {yrasmo tiempo, por el belga
Edouard Van Beneden en células de lombrices dedrgéscaris La descripcion
realizada por estos cientificos fue la de los cspnmas en la etapa de mitosis,
cuando la cromatina se condensa para formar astascaisladas que se tifien de
modo intenso, de alli el nombre de cromosomas [fogecoloreados). A principios
del siglo XX Theodor Boveri demostré que los croomas eran organulos
permanentes que se condensaban durante la mitpgisnanecian difusos durante

la interfase y aportd una descripcion moderna @gaerao mitético. Importantes
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avances metodologicos realizados en el siglo pasatks como el uso de drogas
gue inducen la despolimerizacion de las fibras web mit6tico (colchicina,
nocodazol) y, por lo tanto, la detencion de la giit@n la etapa de metafase, y la
utilizacion de soluciones hipoténicas en los prokog de preparaciones
cromosomicas permitieron determinar el nimero dectomosomas y estudiar su
morfologia. Tijo y Levan determinaron en 1956 quenémero correcto de
cromosomas en la especie humana era de 46, digididl@2 pares de autosomas y
un par de cromosomas sexuales (Tijo y Levan, 1E8hs ultimos se designan X e
Y, mientras que los autosomas estan ordenados grados desde 1 hasta 22 de
acuerdo al tamafio, con algunas excepciones (lososmmas del par 11 y 12 son
mas grandes que los del par 10 y los cromosomagatie?2 son mas grandes que
los del par 21 (Tijo y Levan, 1956). En ratonesjtehero haploide de cromosomas
es de 20 y todos son morfolégicamente similaresgae difieren en tamafio. Los
cromosomas humanos se distinguen por la posicibcedéémero, mientras que los
de ratén son todos acrocéntricos. Las preparacionetafasicas tefiidas con
colorante de Giemsa permiten poner en evidenqgiatebn caracteristico de bandas
claras y oscuras que es utilizado para la ideatifi;m de los cromosomas. El
cariograma es la presentacion ordenada de los smmas después de su
identificacion y clasificacion de acuerdo al patrda bandas y posicion del

centrémero (Fig. 6).
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Fig. 6. Cariograma de humano (AXtp://www.tokyc-med.ac.jp/genet/cki-e.htm) y de ratén (B).

El conocimiento del nimero y la morfologia de los assomas de la espe
humana permitieron determinar que algunas patolcestaban asociadas a defectos
en el numero y la estructude los cromosom. Las aneuploidias son alteraciones
numéricas que pueden afectar a todo un complenseoim@osémic o simplemente

a la ganancia o pdida de uno o0 mas cromosomas. La incidencia detgsi de
alteraciones es del 5% en las gestaciones rec@socithicamente. En 1959 Jero
Lejeune demostré que los pacientes con Sindromigoga tenian un cromosoma
21 adicional (Lejeune y Turpin195¢). El analisis citogenético ha permitido
determinar que las alteracionesomosdmicasocurren también en las células
tumorales, que en el caso de las leucemias y Hfenias constituyen ur
herramienta muy importante para la evaluacion bstica y prondstica de los
pacientes de estas enfermeddtietp://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelme

En los cromosomas se pueden distinguir basicamérds regiones ca

caracteristicas y funciones especiales:

- Brazos cromosomicosConstituyen el asiento de genes. Estan formados por
eucromatina y heterocromatina que correspondens ardgiones genomicas
replicacion temprana y tardiegspectivamen, y se observan como bandas claras y
oscuras (Bandas G) cuando éstas se tifien con Gidfsas regiones poseen

caracteristicas estructurales y funcionales difeeecomo la densidad génica, el
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tiempo de replicacion, el contenido de secuen@gpstitivas (no codificantes) y la
conformacion de la cromatina (Holmquist, 1992).

La heterocromatina constitutiva se localiza gemezate en las regiones
centromeéricas, pericentroméricas y teloméricass@sio en las regiones adyacentes
a los organizadores del nucléolo (NOR) y en alguagganismos también en
regiones intersticiales de los brazos cromosémicasheterocromatina facultativa
se tifie de la misma manera que la constitutivaq@eimifiere de ésta por su patron
de replicacion mas tardia. Ademas, tiene baja cdram@én de genes, pero es rica
en elementos repetitivos largos (LINE), que dispamu su sensibilidad a la
digestién con ADNasa.

- Centromero: También denominado constriccion primaria del creomoa, es una
estructura constituida por ADN y proteinas no histds, entre ellas las proteinas
centroméricas A, By C (CENP A, CENP B y CENP @) proteina cinetocérica
INCEP vy la proteina pasajera Aurora B.

En el centrémero se pueden distinguir una partzionto heterocromatina céntrica,
donde se forma el cinetocoro y una regidon externésta que se encarga de
cohesionar las cromatidas (Fig. 7A y B). La intdgd del centrobmero es
indispensable para la correcta segregacion cromoaddurante la mitosis (Diaz-
Martinez y Clarke, 2009).

Esta region centromérica de los cromosomas humeowsene ADN a-satélite,
constituido por fragmentos de 171 pb altamentetigige en tandem y que pueden
abarcar secciones del genoma de 0,2 a 7 Mpb. El ABddtélite Tipo | esta
asociado con la funcion del centromero y contiamee secuencia de 17 pb conocida
como caja CENP-B que corresponde con el sitio d@uwte esta proteina (Fig. 7C).
El ADN a-satélite de tipo Il generalmente flanquea al ¢ t y esta a menudo
entremezclado con secuencias LINE y cortas SINHslike y Karpen, 2008;
Vagnarelli y cols., 2008) (Fig. 7C).

Contiguas a los centromeros, se encuentran lasonegi denominadas
pericentroméricas ricas en heterocromatina cotisfitu cuyas secuencias

nucleotidicas son ricas en C y G, organizadas cdimacleétidos CpG altamente
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repetitivos (constriccion secundaria). Los cromog®rhumanos 1, 9, 16 e Y son
ricos en heterocromatina constitutiva, visible cobtmques hipercrométicos en las
regiones pericentromeéricas.

Los nucleosomas del centromero contienen CENP-Aegugna variante de histona
H3 (CenH3 CENP-A) (Fig. 7C). La chaperona HJURHolliday Junction-
Recognizing Protejresulta indispensable en la disposicion de CeGHBIP-A en
G1, ya que aporta estabilidad a la molécula y gertaicorrecta segregacion de los
cromosomas (Dunleavy y cols., 2009; Carroll y ¢o2010). CENP-B recluta a
CENP-A para la formacién del nuevo centromero erinéne en los procesos de
metilacién de H3K9 mediante Suv39 (Okada y colB0,72.

La distribucion de proteinas en los centromerosescaleatoria, sino que éstas
forman dominios que se distinguen basicamente lptipa proteico y el perfil de
modificaciones post-transduccionales de las histgoa los componen.

El dominio mas interno es rico en cohesinas y est@argado de la union de las
cromatidas hermanas. A éste le suceden otros dmnimtos en H3K9 di- o
trimetilada, histonas H3 fosforilada en la treontha histona H3 dimetilada en la
lisina 4. El dominio mas externo del centromergasicularmente rico en CENP-A
(Baumann y cols., 2007) (Fig. 7C). La regulacioigepética que establece y regula
el mantenimiento de la cromatina centromérica lptalizacién del cinetocoro es
esencial para la correcta segregacion cromosomicanté la mitosis (Allshire y
Karpen, 2008).
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cinetocoro e insercion con el huso mitético (B). Cogigidon del centrdmero en la escala evolutiva,
secuencias de ADN y variantes de las histonasubd¢asoma (C). (Allshire y Karpen, 2008).

La proteina heterocromatina 1 (HP1) es otra prateiny abundante en la region
pericentromérica que reconoce la histona H3 triadi en la lisina 9 (H3K9) y la
actividad metil transferasa (MT) de la proteina \BAR)3-9. La pérdida de HP1
debido a mutaciones del gen correspondiente prosdefertos en la segregacion de
los cromosomas, resultando letal en algunos ongesis Estos efectos pueden
deberse a las multiples funciones de HP1 que implita estabilidad de los
centrémeros, el control a nivel de los telomerok yegulacion de la expresion
génica en la eucromatina y la heterocromatina Y& y cols., 2008). La union de
HP1 a la heterocromatina es transitoria, ya queumagermanente recambio de la
proteina a nivel molecular a pesar de la apariefgida y estable que presentan las
regiones heterocromaticas (Cheutin y cols., 2003).

Los centromeros son extremadamente complejos adguento de vista estructural
y esto estd estrechamente relacionado con lasofegique llevan a cabo de
mantener la integridad cuantitativa del genomaaancélulas (Loncarek y cols.,
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2007). Recientemente, se ha demostrado que laiatigmt del ADN de los
centrdmeros es un requerimiento necesario par&itadnh celular en los mamiferos
y se encuentra altamente regulada. Este procesoepacurrir Unicamente después
de la activacion de las separasas, la eliminaclasl cohesinas que los mantienen
protegidos de la accion de la Topa W la inhibicién del punto de control de la
mitosis (Wang y cols., 2010b). De esta forma lasréeneros aportarian la tension
suficiente que mantiene unidos los microtdbulos lycimetocoro durante la
progresion de los cromosomas al comienzo de laaseafLos centromeros son
estructuras fundamentales para la correcta segbdegde los cromosomas en las dos
células hijas. La complejidad en la composicioriadecentromeros esta relacionada
con la regulacion en los procesos de division aelylla interaccion con el huso

mitotico, permitiendo la transferencia del mategahético.

- Teldmeros: Son estructuras localizadas en los extremos decriasiosomas,
constituidas por multiples copias de una secueheianucleotidica (TTAGGG)
hasta 10-15 kb, combinadas con un complejo depseisinas diferentes como son
los factores de unidn a la repeticion TTAGGG 1§{TRF1 y TRF2), la proteina de
union al telémero (POT1), el factor nuclear 2 deriaccion con TRF1 (TIN2), la
proteina activadora del represor (Rapl) y la pnatdiomoéloga de la displasia
adrenocortical (TPP1).

La estructura molecular de este segmento cromosomsc muy particular, el
extremo terminal 3’ de la propia repeticién de eatHos sufre un plegamiento en
forma de bucle-T cuya funcion es la de facilitardalicacion del ADN a nivel de
los extremos de los cromosomas. El correcto furecioento de los telémeros
requiere de la actividad de la enzima telomerasa,es altamente selectiva y actua
especificamente alargando aquellos telémeros eradis y cuyas longitudes no
superan el umbral funcional (Wyatt y cols., 2010).

La integridad estructural y funcional de los teldosees una condiciGine qua non
para el mantenimiento de la estructura de los csomas, ya que funcionan como

capuchones de los extremos cromosomicos proted@nde la erosion y evitando
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la formacion de extremos pegajosos que podrian aiggen a fusiones de

cromosomas (de Lange, 2005).

1.4 Divisidn celular y alteraciones del nUmero deromosomas

La division celular es un proceso altamente reguiptke asegura la transferencia de
la informacién genética en dos células hijas. Breklulas que no se encuentran en
division ocurren los eventos de proliferacion ycareento celular en los que los
cromosomas proporcionan al nacleo su aparienciaufira con la cromatina
relajada. Este periodo denominado interfase, supbeetadio mas largo del ciclo
celular e incluye las fases GO, G1, S y G2. Durdhiese produce sintesis de
proteinas y de ARN, mientras que en S se produalicacion o sintesis de ADN.
Las células pueden a su vez, abandonar el cicidacel entrar en un proceso de
diferenciacion o bien pasar a un estado quieseef®®. La transicién de una a otra
etapa esta celosamente controlada por mecanismesutawes complejos y puntos
de control. En la segunda fase del ciclo, G2, adatiel proceso de crecimiento
celular. Hasta que con el inicio de la fase M, mmumultiples eventos moleculares
que conducen a la division del material genéticodes células hijas durante la
mitosis.

La correcta segregacion de los cromosomas es ucegwoesencial para la
transferencia de la informacion genética, por l@ gu regulacion se encuentra
altamente controlada por mecanismos complejos y especificos en las células
(Walczak y cols., 2010). La segregacion de los osmmas resulta en un proceso
sincronizado, en el que intervienen, entre ot@teraccion con el huso mitdtico y
la tensién ofrecida por los centromeros. Los midratos se unen al cinetocoro de
cada uno de los cromosomas, que se disponen dack gruatorial metafasica. La
dinamica de los microtubulos permite la progresiérios cromosomas hacia polos
opuestos mediante la polimerizacion y despolimeidza de los dimeros de
tubulina. La complejidad del proceso conlleva, eege a errores en la interaccidén de
algunos cromosomas Yy los microtubulos del husoa @mpnsecuencia puede ser la

generacién de alteraciones numéricas de los cramassolLa no disyuncion de
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cromosomas, el mecanismo mas frecuente de origelasdaneuploidias, en la
mayoria de los casos supone un error en la separat® los cromosomas
homologos en la meiosis |, mientras que en un ptagEemenor el error se produce
entre las cromatidas hermanas durante la meiosié Hitosis. Aunque los
conocimientos sobre la causa de la segregaciomréota de los cromosomas son
escasos, las alteraciones en la recombinaciongracentribuir en la no disyuncion
de los cromosomas en la meiosis (Dierssen y c€9). La edad materna es el
anico factor vinculado con las anomalias cromosamide numero (Hassold y cols.,
2007). Hasta un 20% de los oocitos humanos soragmes de aneuploidias,
mientras que el 1-2% de los espermatozoides tiatteraciones en el nimero de
cromosomas (Hulten y cols., 2008; Oliver y col80&).

Las aneuploidias mas frecuentes de los autosomas sisomia 21 (Sindrome de
Down), con una incidencia en 1 de cada 600 nagios, la trisomia 18 (Sindrome
de Edwards) y la trisomia 13 (Sindrome de Patanjpjcon las aneuploidias de los
cromosomas sexuales, Sindrome de Turner (45, X)nejeres, y sindrome de
Klinefelter (47, XXY); (47, XYY); (47, XXX) en varoes (Nussbaum y cols., 2008).
Las aneuploidias también se originan en las céhdasticas durante la divisién de
las células tumorales. Es una caracteristica catala mayoria de los tumores, que
presenten ganancias y pérdidas de cromosomas, mimémo denominado
inestabilidad cromosémica y que contribuye enornmenea la progresion del
cancer, debido a que incrementa la diversidad genéntre las células tumorales.
Este fendmeno genera trastornos numeéricos de ¢msosomas y reordenamientos
estructurales en el cariotipo de las células tulesyacomo en los analizados
mediante SKY por Grigorova y colaboradores en tiezas celulares de cancer de
pulmoén. Es el caso de la linea celular hiperdiglodiCI-H2122A (Fig. 8), de
metastasis pulmonar, en la que podemos encontmanga de los cromosomas 1, 2,
5 7, 8, 10, 14, 15q, 17 y 20, ademas de reordemdtos estructurales que
involucran seis pares cromosomicos, 1, 8, 14, 2019 junto con inversion del 7 e

isocromosoma 15q (Grigorova y cols., 2005).
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Fig. 8. Cariotipo de células tumorales metastasicas, SKYHFN5s bendeado cromosémico
(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman

Entre las causas que conducen a alteraciones deittsis que derivan €
alteraciones del niamero de cromosomas se puedeciarar: 1) defectos en las
cohesinas?) defectos en el punto de crol de la mitosis, que controla el correcto
ensamblaje del huso mitético y los cromosc, 3) presencia de centrosomas
supernumerarios}) defectos en la dinamica de acoplamientl cinetocoro y los
microtubulos, y5) defectos en la regulacion del ciclo celularla citocinesis
(Thompson y cols., 2010).

La proteina Mps1Monopolar spindle 1 lik) resulta esencial en el alineamiento de
los centrémeros durante haitosis y en la duplicacion los centrosomas. La
liberacion de Mpsl en el cinetocoro parece actuvavimiendo el avance del cic
celular de la metafase a dmafase antes del ensamblaje de todos los crome:
con los microtubulos del huso mitético (Jellumaoysi, 2010).

El gen BUB1B (mitotic checkpoint serine/threon-protein kinasg codifica para
una proteina kinasa implicada en la funcion delohostético, localiza en ¢
cinetocoro y actla inhibiendo el complejo promate la anafase que retrasa este
evento. La mutacion d@UBlinterviene en el mecanismo sensor de localizac&
los cromosomas en la placa metafasica que permiela) mitosis progrese a
cuando todos los cromosomas no estiéreado, provocando aneuploidia (Hanks y
cols., 2004).

Los agentes que despolinzan las fibras de tubulina, tales cola colchicina y el
nocodazol, pueden generar aneuplaigi@rque interfieren con el proceso dinamico

de formacién de las fibras del huso mitotiactrices principales en la segregacion
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fisica de los cromosomas. Un efecto similar tamb@presentarian agentes que
estabilizan las fibras, tales como los taxanost{a} Yang, 2009).

Los microtubulos del huso mitdtico se organizan rdanera bipolar en los
centrosomas. Los centrosomas, compuestos por weg@ntriolos, son otras de las
estructuras celulares fundamentales para la segé@geromosémica, de modo que
la alteracion en el nimero y/o orientacion espatgalos mismos resulta crucial en
la célula 'y puede conducir a aneuploidias (Nig@®,720

La proteina de centriolo Plk#¢lo-like kinase ¥resulta un componente principal
en la generacion y el mantenimiento del nimerotex@e centriolos. Recientemente
se ha demostrado que la forma activa de PIlk4 preensel degradacion via
proteasoma mediante trans-autofosforilacion enirab. La duplicacion anormal
del nidmero de centriolos resulta de la interrupcitin este proceso y de la
sobreexpresion de la forma Plkifvase deadque impide la degradacion de la
proteina (Guderian y cols., 2010).

La supresion de las cohesinas o los factores qudare los procesos en las que
estan involucradas conllevan a un incremento delagketraploides en el cancer
colorrectal, indicando que los defectos en las siobs parecen provocar
alteraciones globales en la division celular, mées la segregacion incorrecta de los
cromosomas individuales (lwaizumi y cols., 2009).

Las poliploidias, es decir las células con ganand& complementos completos de
cromosomas, tan comunes en las células tumoramartas son infrecuentes en las
células somaticas normales. Sin embargo, estudtogeoéticos realizados en
material de abortos espontaneos demostraron querencly que todas son
incompatibles con la supervivencia del feto (Solonyocols., 2010). Una causa
frecuente de triploidia es la fecundacion de unldwyor dos espermatozoides,
aunque un fallo meioético en la gametogénesis, equelse origina un évulo o un
espermatozoide diploide, también puede producicigato triploide. Alteraciones
en la mitosis en los periodos embrionarios inisialen los que todos los
cromosomas duplicados migran a una de las dosaséhijas, pueden conducir a

tetraploidia. Las poliploidias son comunes en lastps y, de manera contraria a los
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mamiferos, se encuentran asociadas con un aumestovalor agricola.

La reorganizacion de la envoltura nuclear duraatenitosis resulta fundamental
para la segregacion de los cromosomas, asi comagstablecer el compartimento
nuclear en las células hijas. Los componentes deelabrana del nacleo participan
activamente en la progresion de la mitosis y laradcion de estas proteinas con la
cromatina y el citoesqueleto constituye un facttevante en la correcta segregacion
de los cromosomas y en la organizacion del genam& BUcleo interfasico (Kutay
y Hetzer, 2008; Capo-Chichi y cols., 2011).

Finalmente, es importante mencionar que los defemtola correcta segregacion de
los cromosomas durante la division celular y/o @ rhecanismos que la regulan

tienen una importancia cada vez mayor en patolugizana.

.4.1  Trisomia 21: Sindrome de Down

El Sindrome de Down es la condicion humana aso@adaa alteracion numérica
de los cromosomas. En 1959 Jerome Lejeune demgs&dlos pacientes con
Sindrome de Down tenian un cromosoma 21 adiciduegéne y Turpin, 1959).

El fenotipo de las personas con esta alteracibma@sOmica es caracteristico, con
signos y sintomas que son comunes a todas ellascpe alto grado de variabilidad
interindividual (Roper y Reeves, 2006). Entre lasgos que caracterizan a estas
personas estan la protrusion lingual, los pliegieegpicanto en la esquina interna
del ojo, el iris con manchas de Brushfield, el glie Gnico transversal en las palmas
de las manos, las orejas pequeias y antevertmasismorfia craneal, los dedos
cortos y una estatura baja (Fig. 9A). Los trastermtinicos que sufren son
complejos, con aparicion y severidad variable. &@stos estan el retardo mental,
las enfermedades congénitas cardiacas en un 50%sdeecién nacidos, las
infecciones recurrentes por un sistema hematopoyétiinmune alterados y un
riesgo significativamente mas elevado de padeasrehria linfoblastica aguda,
leucemia mieloide aguda o la enfermedad de Hirselgpfiguran entre los mas
destacables. Ademds, presentan un riesgo mayor adecgr enfermedad de

Alzheimer a edades mas tempranas que en la poblgeiteral.
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La trisomia 21 total es la causa del 95% de losscdeSindrome de Down y afecta
a 1 de cada 600 nacidos vivesendo una de | causas mas comunes de retraso
mental (Shen y cols1995). La mayoria de los casos Sindrome de Down se
deben a defectos en la disyuncion de los cromos@masla fase de meiosis | (Fig.
9B y C). Aunque en una frecuencia inferior, ladniga puede « también parcial, es
decir que el sindrome se debe a la preserdlo de parte del material del
cromosoma del par 21 (Antonarakis y ¢, 2004). Generalmente el segmento
responsable de la trisomia parcial abarca unamgggdomica mayor a Mb. Sin
emlargo, actualmente se han observado microtrisommidaseque el tamafio ©

fragmento triplicado oscila entre 3vib.
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Fig. 9. Imagen fenotipo del Sindrome de Daofmmww.downmadrid.org) (A). Origen mas frecuente de
la trisomia 21: no disyuncion de lesomosomas ela meiosis | (B). Cariograma de un paciente de
trisomia 21 (C). (Antonarakis y cols., 2004).

La presencia de un cromosoma &diciona, o de parte del mismo, supone la
herencia de tres copias dies genes que mapean ere cromosoma y es este
desequilibrio en la dosis de genesn e defecto en el nivel de expresion, el
responsable de las alteraciones a nivel moledttateoria, una copia adicional
cromosoma 21 implicaria un aumento (,5 veces en el nivel de expresion de los
genes triplicados, pero mediangetecnologia microarray pamedir la expresion
(mARN) se ha observado que la expresion de lossgeomprendidos no siemg
sigue el patrén tedrico esperado. Debido a eststbleio la clasificacion de los
genes involucrados en 8indrome de Dow basada en rangos de expresion génica

como se describe a continuacion (Ait Ye-Graison y cols., 2007):
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» Genes de tipo [: tienen un nivel de expresiérideveces en los pacientes con
Sindrome de Down con respecto de los individuosios®micamente normales.

» Genes de tipo II: aquellos que mantienen un rdee¢xpresion significativamente
mayor a 1,5 veces el normal y reflejan un efectardplificacion.

» Genes de tipo lll: aquellos con niveles de expremenores a 1,5. La mayoria de
los genes del cromosoma 21 aparecen en este o). (

» Genes de tipo IV: son genes con valores de epresiuy variables entre

individuos.

Recientemente se ha demostrado un fendémeno sieniliEs neuronas de raton que
contienen una copia de un cromosoma 21 humanostas reuronas se observaron
un grupo de genes con una expresion aumentadabpeaieEnte como efecto de la
dosis, otro grupo de genes en los que el nivelxpgeesidn no variaba debido a un
efecto de compensacion y un dltimo grupo con uctefepuesto, en los que la
expresion se veia reducida (Wang y cols., 2011).

El efecto de la dosis de los genes es alelo esmmciés decir, que distintas
combinaciones alélicas pueden contribuir en ada&egtad o al silenciamiento de un
caracter fenotipico. Ademas, la expresion de losegelel cromosoma 21 puede
tener un efecto indirecto sobre los genes y praedude otros cromosomas (Fig. 10)
(Antonarakis y cols., 2004).

Los pacientes con Sindrome de Down que portan ts§lamias 21 parciales, asi
como también los modelos murinos para este sindroamesido fundamentales para
identificar los genes candidatos asociados al ifemotLa region gendmica de
aproximadamente 5 Mb que se extiende entre losadares genéticos D21S17 y
D21S55, en la banda 21g22.3, se considera queenenkdbs genes “criticos” que
contribuyen al fenotipo caracteristico del SindrateeDown (Sinet y cols., 1993).
Esta region se denomina Region Critica para elr@imel de Down (DSCRDown
Syndrome Critical RegignSin embargo, es importante destacar que ningerlos
genes de esta region es suficiente por si misma paoducir el fenotipo

caracteristico en su totalidad (Olson y cols., 208hn base al efecto que tiene la
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dosis de genes en el fenotipo se han observadealegorias: aquellos que son
sensibles a la dosis y, por tanto, la combinac&tres copias contribuye al fenotipo
del Sindrome de Down y aquellos que no son sesséla dosis y, por tanto, sin
efecto aparente en el fenotipo (Fig. 10), lo que@@esponderia con genes que
codifican para proteina y los que darian origenRINAno codificantes (ARNNc,
microARN), respectivamente.

Efecto directo del | - Phenatype

P
. Casa1 [ . ]
= ' gen de HSA21 Case2 [T
[— =11 Alelo especifico Cased E &
1 /'__ | ' Casa 4 F
E Case5 1T
L | | | CaseB | - ';__'
I — Il
il |

ISecuencias no codificantes Fenotipos del

Sindrome de Down

x CHEET

3x genes no sensibles Interacciones entre HSA 21y genes no HSA 21

3x genes sensibles

5] Contribucién directa o indirecta de secuencias no codificantes

Fig. 10. Hipotesis del efecto de la dosis de gemesl fenotipo del Sindrome de Down. Contribucién
directa o indirecta y de los genes del HSA21 (Aatakis y cols., 2004).

El gen DYRKZ1A (Dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation Reged Kinase

1A) en humanos mapea sobre la DSCR, en el cromosdmae&s considerado un
gen candidato asociado a los defectos de apreaderajel Sindrome de Down.
DYRKZ1Acodifica para uno de los miembros de la familigpd®einas DYRK, con

actividad quinasa dual de manera especifica, rdgufor una fosforilacion en
tirosinas. La proteina DYRK1A contiene una secwemiana nuclear, un dominio
de proteina quinasa, un motivo cremallera de leuginuna repeticion de 13-

histidinas consecutivas altamente conservadas.utafosforilacion de un residuo
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tirosina en el dominio catalitico de DYRK1A ocume manera constitutiva, sin
embargo, no parece regular la actividad quinas®YRK1A. La regulacién de
DYRK1A puede ocurrir a nivel de la expresion génioediante la interaccion con
elementos reguladores y la traslocacion reguladalemicleo (Becker y Sippl,
2011). La maduracion alternativa del transcritonario del gen genera multiples
variantes que difieren unas de otras en la redidifRB o en la region 3 codifcante.
Estas variantes codifican para al menos cincotis@e distintas de la proteina.

La funcién de DYRK1A parece radicar en la regulacite rutas de sefializacion
durante la proliferacion y puede resultar relevameel desarrollo embrionario del
cerebro. El genDYRK1A humano es homdlogo del gen dwosophila mnb
(minibrain) y del de raténDyrkla. La interrupcion del gemnb en Drosophila
resulta en moscas con una reducida proliferaciolosi@meuroblastos, un descenso
en el nimero de neuronas de la region central deboo y en defectos de
aprendizaje y memoria. Ratones knockout (KO) caularesion de ambos alelos de
Dyrkla resultan letales en el embrion. Los ratones K@rbeigotos son viables,
aungque en una menor proporcién y muestran una cgsuen el tamafio de las
regiones especificas del cerebro. En humanos, el @¥¢RK1A puede estar
implicado en los trastornos neuroldgicos asociadwsel Sindrome de Down, por
su papel en el desarrollo del cerebro (Dierssee yabran, 2006). Son cada vez
mas los trabajos de investigacién que sugierenefjygoducto del ge®YRK1A
participa en los mecanismos patogénicos que subyades trastornos mentales y
en otros sintomas del Sindrome de Down. Hay tralmje proponen la implicacion
de DYRKI1A, por fosforilacion, en la regulacion déawy que intervienen en la
regulacion de la transcripcién de genes, madurad@®mARN, sinapsis y procesos
neurodegenerativos (Park y cols., 2009) (Fig. 11B).

La sobreexpresion de DYRK1A en el Sindrome de Dpuede estar implicada en
defectos en la correcta progresion del cerebrel efesarrollo precoz de procesos
neurodegenerativos y en la pérdida neuronal yrzedeia.

La identificacion de numerosos genes que se eneauwertesregulados por la

sobreexpresion de DYRK1A y de numerosas proteiit@sdticas y nucleares, como
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los factores de transcripcion fosforilados por DYR indican que su
sobreexpresion resulta clave en la alteracion de dé sefalizacion del desarrollo
embrionario y del envejecimiento del cerebro enSéidrome de Down, con

alteraciones estructurales y funcionales que irciwf retraso mental.
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Fig. 11. Dominios que conforman la proteina Dyrk§Asu conservacion en otras variantes (A).
Funciones en las que intervienen los sustratoesferflacion de Dyrk1A (B) (Park y cols., 2009).

La inhibicion de la actividad de la DYRK1A puedentarrestar los efectos
fenotipicos y se propone como un método de tratdmide los defectos en el
desarrollo y la prevencion de la neurodegeneraasciada a la edad, como ocurre
en la patologia de Alzheimer (Wegiel y cols., 20IDyRK1Asurge como un gen
relevante en el Sindrome de Down, en el que lssq@siece afectar directamente en
el fenotipo.

El gen SOD1 (Cu/Zn Superoxide Dismutasg thapea en la region cromosémica
21922.1 no comprendida en la DSCR vy dista 5,7 Mbpepcima del geDYRK1A
SOD1 actia como agente anti-oxidante en el mantemion del equilibrio redox
celular, la inflamacién y el estrés oxidativo. EnggOD1codifica para una proteina
citoplasmética soluble, que actia como un homodinresultando en una de las
isozimas responsables de destruir radicales lkmpsroxido en el organismo. Los
compuestos superéxido son potentes agentes oxsddafénos para el organismo
(ROS, Reactive Oxigen Spec)egenerados de manera natural, que contienen el

anion superoéxido (§€) unido a otra molécula. La enzima Cu/Zn-SOD1 leatda
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reaccion que libera oxigeno Oy perdxido de hidrogeno ¢B,) a partir de los
compuestos superédxido. En un proceso en el quevignen las enzimas glutation
peroxidasa (Gpx) y catalasa, las moléculas d©,Hy otros radicales son
detoxificadas.

La sobreexpresion de SOD1 se ha observado en pexieon Sindrome de Down
como resultado de la dosis de genes, lo que imphicaumento del 38-40% de la
actividad de esta enzima en linfocitos y granutscjolimorfonucleares (de Haan y
cols., 1997). Las evidencias sobre el aumento de1Séh el cerebro de personas
con Sindrome de Down no se ven acompafadas parcedmento de Gpx y
catalasas en los tejidos en los que el aumenteaxido puede inducir apoptosis.
La presencia de ROS se ha visto implicada en losegos neurodegenerativos y
cada vez son mas los trabajos que los implicanl &ingrome de Down. Se ha
propuesto que la regulacidbn de los componentes RO@&e resultar en un
mecanismo de control de factores de transcripcioriayconsecuencia del
desequilibrio molecular resulta en la muerte nealrgnla neurodegeneracion en
estos pacientes (Lubec y Engidawork, 2002). Strygooolaboradores postularon
que el nivel de estrés oxidativo en pacientes aelr8ine de Down podria ser
indicador de la capacidad cognitiva, en los queaumento de SOD1 respecto de
Gpx estaria relacionado con habilidades més afestgtrydom y cols., 2009). Sin
embargo, sus resultados indicaron el efecto contrde modo que las personas mas
afectadas se asociaron con una relacion SOD1/Gocida. Los autores concluyen
que el sistema antioxidante se encuentra impliesdia capacidad cognitiva de las
personas con Sindrome de Down. Sin embargo, sesaéocs mas estudios para
comprender el efecto del estrés oxidativo en gstogentes (Strydom y cols., 2009).
En el caso d&ODl1las variaciones en el fenotipo en el Sindrome derDpueden

resultar de la interaccion de multiples genes ypsoductos.
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1.5 Organizacion del genoma en el nacleo interfaso

El genoma humano contiene alrededor de 3 billonesndcledtidos, lo que
equivaldria a una longitud aproximada de casi utrarge las moléculas de ADN
extendidas que constituyen los cromosomas. Obvitanda esta manera no pueden
acomodarse en el nucleo, por lo que el genoma sofedto grado de compactacion
hasta alcanzar dimensiones de apenas unas pmhiéywocolaboradores describen
tres niveles jerarquicos de organizacion del gen@@natchley y cols., 2010) (Fig.
12). El primer nivel se caracteriza por el orderedl de los elementos del ADN,
genes y secuencias reguladoras en los cromosomastdraccion entre el ADN y
las proteinas define el segundo nivel de orgarépadel genoma. EI ADN junto con
dos copias de las histonas H2A, H2B, H3 y H4 caonfoel nucleosoma, la unidad
estructural de la cromatina. La sucesidon de losleosomas origina el
nucleofilamento de 10 nm que se empaqueta formdamdidbra de 30 nm. Las
histonas pueden sufrir modificaciones post-tracimaes como acetilacion,
metilacién, fosforilacién, sumoilacién, ADP-ribasiion y ubiquitinacion. Estas
marcas epigenéticas se dan principalmente endaatoino-terminal de las histonas,
y modulan la afinidad del ADN vy las histonas y etlutamiento de proteinas
reguladoras. Los conocimientos sobre la organimadél genoma a un nivel
superior a la fibra de 30 nm son aun escasos (Thicke2007). Ni siquiera a este
nivel de organizacién (fibra de 30 nm) el contenitlo ADN de los cromosomas
podria ajustarse dentro del nicleo. De modo qugeebma se organiza y sufre
plegamientos adicionales necesarios para el ddsateosu funcion en el nucleo.

El tercer nivel supone la organizacion del genomaek espacio nuclear. La
distribucion tridimensional de la cromatina estguiada por proteinas capaces de
modular la fibra de 30 nm en ultraestructuras cédadazos cromatinicos (Fig. 12).
A este nivel, ademéas de favorecer la compactacéingenoma en el ndcleo, la
distribucion espacial podria actuar conjuntamentena un mecanismo de
regulacién génica (Gondor y Ohlsson, 2009). texgentes avances en la tecnologia
han permitido identificar una extensa red de cooagidn entre genes y elementos

reguladores de un mismo cromosoma e incluso de czomas distintos en el
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espacio nuclear. Un aspecto critico supone el iestdel como la organizaciéon
espacial del genoma puede afectar a la funcion, quéstnicamente reflejar este

fendmeno (Fraser y Bickmore, 2007).

Fig. 12. Niveles de organizacion del genoma enieleo interfasico. El primer nivel supone la doble
hélice de ADN. El nucleofilamento de 10 nm y lardibde 30 nm conformarian el segundo nivel,
mientras que el nivel superior de organizacidnlssiazos cromatinicos (Crutchley y cols., 2010). CT,
territorio cromosémico
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[.5.1 Organizacién espacial

El ndcleo celular es una organela sumamente coaplegde el punto de vis
estructural y funcional. Una caracteristica intends esque, a pesar de no tener
membranas en su interior, se encuentra altamentepartimentalizado. La
cromatina correspondiente a cada uno de los cramas@sta organizada en
nucleo en interfase de manera similar a como secipren los cromosom
metafésicos. Cremer y colaboradorgsodujeron el término territorio cromosomi
para describir que los cromosomas existen comadadds individuales ncélo en
metafase, sino también en interfase | 13A) (Cremer y cols., 1974). La
confirmacion definitiva gbre la territorialidad de los cromosomas vino dal
introduccion de la técnica de hibridacidn situ fluorescente (FISH) durante
mediados de 1980, que permitio visualizar a trakaksnicroscopio los cromosom

y genes en el espacio nuclear (Fi§B). La tecnologia 3D-FISH junto con la de
microscopia confocal y los programas de reconstinctidimensional se han
convertido en herramientas insustituibles paranélisis de la organizacién espac
de los territorios cromosémico&remer y col, 2008). La metodologia FISH
permitié determinar no & que los cromosomas son unidades individuale
interfase, sino también que los cromosomas no esséibuidos de forma aleatol

en el espacio nuclear (Parada y Mis@0i02) (Fig 13C).

A B C

Modelo Aleatorio Modelo TC

Voo
VY S
3)) v))

Fig. 13.Modelo de organizacion de los cromosomas en eleplaleatorio y modelo territorial (#
(Meaburn y Misteli, 2007). FISH des territorios cromosémic 3, 5y 11 (B), y del complemento
cromosémico humano completo con SKY FISH (C) (Hubn®gector, 2010).
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Estos niveles superiores de organizacion reflegm limitaciones geométricas
existentes dentro del nucleo que naturalmenteafdatdistribucion tridimensional
de los territorios cromosomicos (Neusser y col8072. Cabe destacar que, aunque
los territorios cromosémicos forman dominios digzse en el nulcleo, los
cromosomas que se encuentran proXimos entre siepuedtremezclarse en las
regiones periféricas de los mismos (Branco y Pon2006). Asumiendo que la
cantidad de cromatina entremezclada es despredrablie al total, se puede decir
que el tamafio de los territorios cromosomicos @stérminado por el contenido de
ADN, pero también esta influenciado por el estadadcripcional (Visser y cols.,
2000). Los conocimientos sobre la estructura iateia los territorios cromosomicos
son aln escasos, pero parecen consistir en unaerddzos cromatinicos que
permiten el acceso de factores reguladores entegidn de la estructura (Mistel,
2007).

Actualmente, la busqueda (no aleatoria) de patrdeesrganizacion diferencial de
la cromatina, los mecanismos responsables de swafddn y sus implicaciones
funcionales suponen los principales objetivos dmidis en el andlisis de la
arquitectura nuclear (Cremer y Cremer, 2010). Ellisis cuantitativo de la
distribucion de los elementos genéticos, tales cderatorios cromosomicos,
dominios subcromosémicos 0 genes en el espaci@eanickequiere que se definan
referencias en el ndcleo en interfase (Ronnebgrgels., 2008). Es por ello que la
posicion de los elementos genéticos en el nlcleteseribe cominmente segln su
proximidad al centro de masas 0 a la envolturaeaucy a esto se le denomina
distribucion radial.

Las primeras evidencias sobre la distribucion tadigerencial de los territorios
cromosomicos se obtuvieron con experimentos 3D-Hi&t los cromosomas 18 y
19 en linfocitos humanos. De forma consistenterm®mrdé que el cromosoma 19
localiza preferentemente hacia el centro del niatgentras que la posicion de los
cromosomas 18 es hacia la periferia nuclear (Fig.).1Posteriormente se descubrié
que la distribucién especifica de estos dos cromasoestaba relacionada con la

densidad génica de los cromosomas, el cromosorea fi®o en genes, mientras que
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el 18 tiene una densidad génica baja (Croft y, 1999; Cremer y cols., 2001).

La localizacion diferencial de acuerdo al contersdogenes es extensiva a tod
complemento cromosémico humano, es dlos cromosomas con alto contenido de
genes seokalizan preferentemente hacia el interior del ewiclmientras qu
aguellos cromosomas pobres en genes lo hacen laaperiferia (Boyley cols.,
2001). Por ejemplo, en logfocitos humanos los cromosomas 1, 7, 19 y 22s
en genes, aparecen prefammente en el centro nuclear (Cornforth y i, 2002).
Cabe destacar que el patron de distribucion raéi@cuerdo a la densidad génic:
los cromosomas se encuentra muy conservado eahivte en primates, a pe
de los eventos de reorganizacidomosémicos. En efecto, los segmentos ortol
del par cromosémico 19 se localizan preferentemesrie el interior y lo
correspondientes @lar 18 localizan hacia la periferia nuclearlos nucleos de las

células de primates superiores (Tanabe y, 2002) (Fig. 14B).

Humano Orangutan

Fig. 14. FISH del territorio cromosémict® (verde) en el interior del territorio cromosémico 18
(rojo) periférico en humano¢A). Conservacion del patréon de distribucién radéad primate:
(orangutan y gibbon) (B) (Cremer y Creniz0;10)

Un fendbmeno similar de distribucion espacial declmsnosomas segun el conten

de genes se ha observado tambiétosmoedores. En diferentes tipos celulares de
raton, Mayer y col®observaron que la densidad de genes de los croras son
factores que correlacionate manera no aleatorcon la distribucion radial de los
territorios cromosomicos en el nlclaie igual modo a lo observado en humanos
(Mayer y cols.,2005). Estudios realizados en embriones preimpglaa no
mostraromue el ordenamiento de los cromosomas en el nirdiedasicoestuviese
determinado por la densidad génica de los mismoboeimos (Koehler y col,
2009).
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Ademas del contenido en genes, la posicion de rlmmasomas esta determinada
por el tamafio de los mismos (Fig. 15). Bolzer yabotadores estudiaron la
posicion de los territorios cromosémicos de lospaPes de autosomas y de los
cromosomas sexuales en fibroblastos humanos medi&hSH multicolor.
Encontraron que en el nucleo aplanado y elipso&lestas células la distribucion
radial se ajustaba en mayor grado al tamafio detlosrios cromosomicos, siendo
los cromosomas de mayor envergadura los que sdiigicia la periferia y los de
menor tamafio preferentemente en el interior deleolicAunque estos autores
detectaron que los dominios subcromosomicos con altaadensidad génica y
cromatina enriquecida en secuencias Alu en losolflastos localizaban en el
interior del nucleo (Bolzer y cols., 2005).

En resumen, los resultados sobre la distribucigmaaal indican que la densidad
génica de manera local en una region parece sefacior importante en la
distribucion radial de la cromatina en el nucleaifiMann y cols., 2005; Kupper y
cols., 2007). Otras caracteristicas estructuralemgionales del genoma, como la
actividad transcripcional, el tiempo de replicacjoal contenido en GC, también se
han propuesto como factores relacionados con tidbdision radial de los territorios
cromosomicos y los dominios subcromosomicos ed@ken interfasico.

Federico y colaboradores observaron que las seasericas en GC o en genes
localizan en el interior y las secuencias pobre&€no en genes se disponen hacia
la periferia en el nidcleo en interfase de anfibfBana esculenjay reptiles
(Podarcis siculy Estas especies tienen un menor nivel de GCryesibargo,
presentan una similitud en la estructura de la atora, mas laxa en las regiones
con una densidad génica alta en el interior deleayienientras que tipicamente mas
compacta y en la periferia en las regiones pobregenes. Proponen que los
cambios en la evolucion debidos a la termorregatacnplicarian un incremento de
los niveles de GC que afectan Unicamente a la ¢nomeas laxa, mientras que las
regiones pobres en genes se mantienen establesupa@structura compacta
(Federico y cols., 2006).

38



INTRODUCCION

Con relacion al nivel de transcripcion, Goetze laloradores distinguen dominios
de cromatina o regionesridges con una densidad génica alta y niveles de
expresion elevados y dominiosiitiridges, pobres en genes y con una menor
actividad transcripcional en los cromosomas 1,13 ywumanos. La estructura de la
cromatina en el nucleo interfasico de las regidnieiges resulté mas laxa, con una
morfologia irregular que localiza preferentementéxima al interior del nucleo,
respecto de los dominiosafitiridges. La estructura de la cromatina en estos
dominios supone un impedimento estérico que no iperemtremezclado entre si
(Goetze y cols., 2007).

El analisis de la distribucion espacial de locirglglicacion temprana fue observado
por Grasser y colaboradores en células humanasaeloealizacion preferentemente
interior en el ndcleo, mientras que la distribucti los genes con un tiempo de
replicacion tardio se asoci6 principalmente copdgferia nuclear (Grasser y cols.,
2008). De modo que la posicién radial de genesrdenismo cromosoma puede
diferir de manera significativa entre si y respedéd territorio cromosémico. El
analisis de los gendgysozyme, Mykg-globin, CD11b=Itgam, oct3/4=pou5fl, Mpo,
S-actin, albuminaen el nacleo de células de raton embrionarias ynaoréfagos
diferenciados permiti6 determinar a Heppeger y bmiadores que el patron de
distribucion radial de los genes era especificoca#a tipo celular. Es decir, la
secuencia de ADN uUnicamente no determina la posicaiial en el nicleo.
Ademads, para este conjunto de genes no encontrarancorrelacion entre la
posicion radial y la densidad génica de la regiéanque, proponen que otros
factores como el contenido de GC y de elementatites largos (LINE), podrian
jugar un papel en la distribucion de la cromatinalentcleo interfasico (Hepperger
y cols., 2008).

Alternativamente, la posicion de los cromosomas eoeg también puede ser
definida por medio de la posicion relativa de uespecto de otro o también
respecto de un compartimento nuclear (Fig. 15).inkkf de esta manera, los
territorios cromosdmicos o genes se pueden encdotializados de forma distal o

proximal en el nucleo, formando grupos cromosomizaminios especializados,
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como por ejemplo el nucléolo que es la estructualear donde los genes

ribosomales llevan a cabo su actividad.

Posicion radial Posicion relativa
&L N
dependiente I
Distal Proximal
.-Perlfenco Central ‘

+W>» el
Agrupamiento b
Densidad génica cromosémico

dependiente '

Fig. 15. Distribucién de los territorios cromosoéoscen el nicleo en interfase, posicion radial y
posicion relativa.

Algunos cromosomas presentan una tendencia asegtarados entre si de manera
no aleatoria en el nucleo, mientras que otros pefemente se encuentran
asociados. En linfocitos de raton los cromosomasl#2y 15 forman un grupo
funcional, probablemente debido a la presencia@® En los cromosomas 12 y 15.
Unicamente se detecta este tipo de agrupacion pacade los cromosomas
homoélogos 12, 14 y 15, indicando que quizéds emieleo individual la distribucién
de homologos resulta diferente (Kalmarova y c@308).

La proximidad entre territorios cromosémicos em@tleo interfasico puede jugar
un papel importante en la formacion de traslocasamomosomicas. Las células de
linfomas de células B de raton frecuentemente ptasetraslocaciones de los
cromosomas 12, 14 y 15. Estos cromosomas se enamuefiormando un grupo
compacto en linfocitos B normales (Parada y ca202). Otro ejemplo lo
constituye la traslocacién (9;22) presente en éhslas tumorales de la mayoria de
los pacientes con leucemia crénica mieloide. Elisinade posicion relativa en el
nacleo interfasico revel6 que estos dos cromosamatisponen preferentemente en
el interior del nucleo en células normales y quedenes BCR-ABL se encuentran

yuxtapuestos (Kozubek y cols., 1999). En generd, dromosomas de menor
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tamafio y con una mayor densidad génica ocupanegi@nrinterior en el nucleo y
se disponen préximos entre si, como los cromosd®ad?7, 19 y 22 en linfocitos
humanos (Boyle y cols., 2001). Mientras que el @soma 18, también de pequefio
tamanio, pero pobre en genes, no presenta contt®s cromatina con el resto de
los cromosomas mencionados y localiza preferentetearcia la periferia nuclear
(Lieberman-Aiden y cols., 2009). El andlisis detrihsicion relativa de todos los
cromosomas en el ndcleo de fibroblastos humanasbiém demostré que la
separacion entre los cromosomas homologos acramEntiSA 13, 14, 15, 21y 22
resultaba inferior que la de los cromosomas de m&mafno (HSA 1-5), lo que
parece reflejar la tendencia de asociacién de rom@somas acrocéntricos con el
nucléolo, localizado hacia el interior (Bolzer ysp2005).

Nagele y colaboradores estudiaron la distribuciénlas cromosomas durante la
metafase y encontraron que el angulo de separdeidos cromosomas homologos
en la placa metafasica oscilaba entre 144° y 1668ue sugiere que éstos se
encuentran en posicién opuesta uno respecto del Bambién los cromosomas
portadores de regiones organizadoras del nucl&@R] tienen una distribucién
preferencial en la placa metafasica y tienden ap@gse y localizar proximos unos
respecto de otros. Ademas, esta posicion proxineallod cromosomas NOR
positivos se mantiene durante la interfase (Nagetds., 1998).

Los patrones de proximidad entre los cromosomas strare una elevada
variabilidad en el nucleo interfasico, lo que irdigue la organizacion no aleatoria
de los cromosomas representa una distribucion dbapilidades en la que los
cromosomas Y los genes adquieren una posicionreneial en el nacleo (Parada y
cols., 2003). Varios autores han demostrado qumd&ion de los cromosomas se
establece en anafase y que, una vez que éstoglgamido un lugar determinado
dentro del espacio nuclear, éste se mantiene @uednticlo celular (Manders y
cols., 1999; Bridger y cols., 2000). El grado deettad de movimiento de los
cromosomas es probablemente mayor cuando las £élnlean en fase G1 del ciclo
y disminuye en fase G1 tardia, S y G2, una vezblkestaos los territorios

cromosémicos. Este posicionado cromosdémico selestapor la propia estructura
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de los cromosomas y sus propiedades fisicas, autagpigién juegan un papel
importante las interacciones con otros elementosleates. Los filamentos
intermedios son el componente mayoritario de laramuna estructura subyacente
a la membrana nuclear y también del interior delew) y debido a que se unen al
ADN vy a las histonas se postula que ejercen regiries a la movilidad de los
cromosomas en interfase (Parada y Misteli, 2002).

Durante el ciclo celular, las interacciones deraratina con la membrana nuclear
se rompen durante el periodo G2-M y se establecewamente en la fase G1
temprana y concordantemente con esto se obserndagjaemosomas individuales
adquieren la mayor parte del volumen y la morfadogipidamente dentro de la
primera hora en G1 (Muller y cols., 2010). Estottasta con el comportamiento de
loci especificos en los que la reorganizacion egrpsiva y la formacion de lazos
cromatinicos fuera de los territorios cromosomicesulta de manera dinamica
(Hubner y Spector, 2010). Algunos genes individsialen objeto de movimientos
en el interior del nicleo y de cambios en la pésicsujetos a la actividad
transcripcional. La cromatina es una estructuréardinoa en la que dominios
cromosémicos pueden sufrir de manera frecuente mientos rapidos y
relativamente limitados o movimientos ocasionalee gnplican desplazamientos
mayores. Las propiedades dinadmicas de la cromsgiriean observadno vivo, y las
recientes evidencias aportan informacion sobrenfgortancia de la movilidad de la
cromatina en la funcion. Los resultados sugierentgato la relocalizacion de genes
como la inmovilizacién de la cromatina pueden sep@onsecuencias funcionales.
Los movimientos locales parecen importantes pan@dalacion génica, mientras
gue la cromatina fija interviene en el manteninoea¢ la estabilidad en el genoma
(Soutoglou y Misteli, 2007).
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[.5.2  Organizacién funcional

El genoma se encuentra altamente organizado eircklonde las células eucariotas
y esto no implica solamente una distribucibn noataléa de los territorios
cromosomicos y genes en el espacio nuclear, smbiéa la distribucion de los
procesos bioldgicos como la replicacion, la reparag la transcripcion del ADN.
Todas las células de un organismo tienen la migmi@nacion genética, sin
embargo, la expresion diferencial de los genesntieir@l desarrollo embrionario y
en los tejidos determina el fenotipo. La informacipigenética de la cromatina
presenta la capacidad de modular la expresion tyassmite en cada ciclo en el
genoma con el objeto de mantener la identidadare{Blomen y Boonstra, 2011).

La maquinaria que regula la expresién a nivel gemét epigenético se distribuye
en el ndcleo en interfase organizada en microandse(Stein y cols., 2010).
Durante la replicacion coexisten los complejos detilation del ADN, la
modificacion de histonas y los complejos de lectiedas marcas epigenéticas que
permiten el mantenimiento de la informacién en Harm@atina y el control de la
expresion (Cheng y Blumenthal, 2010). El contranbmado de la transcripcion
implica la organizacion de complejos reguladoresliarge interacciones proteina-
ADN vy proteina-proteina en sitios de unién estiatig del promotor del gen
(Weake y Workman, 2010). Efectivamente, estos paxese llevan a cabo en
compartimentos nucleares que son morfolégicamestmguibles por las proteinas
que residen en ellos y que forman patrones cafstites de una manera dinamica
en el nacleo interfasico (Misteli, 2007) (Fig. 16).

El nucléolo es quizds el ejemplo paradigmatico dgamizacion funcional del
genoma, es la subestructura mas prominente dekomimh la que los genes
ribosomales se transcriben simultdneamente panziena ARN pol I. En humanos
los genes ribosomales mapean en el brazo cormsdgdmosomas 13, 14, 15, 21y
22, que se encuentran en multiples copias repediddadndem y codifican para los
ARN de los ribosomas. De la misma manera la trgpegén génica llevada a cabo
por ARN pol Il ocurre de una manera altamente degala en el espacio nuclear.

Experimentos de marcado fluorescente de las maigcdle ARN primario
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permitieron determinar que la transcripcion ocumepuntos discretos distribuidos
en todo el ndcleo, en los que también se encuénteazima ARN polimerasa |l
(ARN pol 1) (Wansink y cols., 1993). Sin embargee considera que la
transcripcion ocurre de manera organizada en ‘ffiatbque contienen mas de una
molécula de polimerasa y donde se pueden transeahbs genes simultdneamente
(Cook, 1999; Chakalova y cols., 2005). Cabe mercigue la mera presencia de la
enzima no implica directamente transcripcion géniga que también se ha
observado en dominios inactivos o formando comperitos nucleares en los que
se almacenan y se reclutan los factores necegarasla transcripcion (Grande y
cols., 1997; Mitchell y Fraser, 2008).

Transcripcion Replicacion Reparacion
Bromo-UTP Bromo-dUTP 53BP1-DSB

Fig. 16. Distribucion de los procesos biolégicogrd@scripcion, replicacion y reparacion en el adcl
interfasico (Misteli, 2007).

Los procesos de maduracion del transcrito primat® ARN no ocurren
simultdneamente en los sitios de transcripciomy sjne ocurren en los espacios
pericromatinicos que estan enriquecidos en granmi@scromatinicos llamados
speckles o compartimentos de maduracion. La fundeestas estructuras es la de
almacenaje y ensamblaje de los componentes de atdlurdel ARN (Markaki y
cols., 2010).

Aparte de los compartimentos de maduracion, otisteuuras intranucleares
morfolégicamente distinguibles relacionadas conotganizacion funcional del
genoma son los cuerpos de Cajal, los cuerpos maslede la leucemia

promielocitica (PML), los dominios de la proteireald matriz extracelular opticina,
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el compartimento perinucleolar, los paraspeclessycuerpos del grupo de proteinas
polycomb (Kumaran y cols., 2008) (Fig. 17).

Las interacciones de las proteinas contribuyenaaitemimiento de la funcion del
genoma (Hemmerich y cols., 2011). Un diagrama dgarozacion espacial del
genoma en el nucleo interfasico se describe a@guaaf17, en el que intervienen las
principales estructuras que componen el nucleafasieo, los compartimentos
nucleares, la distribucion de los procesos bioligjig la organizacion de los
elementos del genoma (Fig. 17).

Heterocromatina Poro nuclear i
Territorio L Nucléolo

cromosémico

Membrana
nuclear

TC entremezclado
@ Lugar de
Lamina transcripcion ADN
nuclear

O Lugarde
Cuerpo replicacion
PML ADN
Centrémero -
@ Lugar de
reparacion
Telémero ADN
Bucles cromatinicos con Cuerpo cajal

sitios transcripcionales

compartidos Compartimento

Espacio perinucleolar

. P Paraspeckle
intercromatinico Speckle p

Fig. 17. Principales estructuras que componen elentinterfasico. Compartimentos funcionales y
niveles superiores de organizacién de la cromatiemmerich y cols., 2011). PML, leucemia
promielocitica; TC, territorio cromosémico

Cremer y cols. propusieron un modelo de organiraeigpacial de la regulacion
génica en el cual los factores necesarios parprimesos nucleares se localizaban
en el espacio entre los territorios cromosoémicespacio intercromatinico. De esta
manera los complejos moleculares involucrados etralascripcion del ADN y
maduracion del ARN recorren el espacio intercromiei y podrian formar

complejos funcionales en torno al gen (Cremer %.cd000; Cremer y Cremer,
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2001). La relajacion de la cromatina y el reposiainiento de los genes hacia la
periferia de los territorios cromosémicos son dggeatos criticos implicados en la
reorganizacion nuclear ligada a la actividad gérfMarey y cols., 2007). Genes
permanentemente silenciados se localizan en elaniel territorio cromosémico,
en dominios de cromatina compacta que resultarcés#nles para los factores de
transcripcion (Kurz y cols., 1996). Sin embargoy hatores que demostraron que la
transcripcion no ocurre Unicamente en la perifdgdos territorios cromosémicos,
indicando que estos territorios no son estructu@®pactas, sino que por el
contrario son entidades porosas con una ampliarfitipede canales de espacio
intercromatinico que penetran hacia el interior ue ermiten el acceso de la
magquinaria de la transcripcion (Cmarko y cols9Q)9

El modelo de organizacion funcional descrito porer@er, describe que los
territorios cromosOmicos presentan superficies glegamientos complejos en los
que los genes activos y las regiones codificardesnsontrarian en contacto con la
magquinaria de la transcripcion en la periferia dg ferritorios cromosémicos o
formando asas de cromatina extendidas hacia etiespsercromatinico (Fig. 18A).
En el territorio cromosémico se pueden distingwiméhios para el brazo corto, el
brazo largo y el centromero de los cromosomas seliacalizacion de los genes
hacia la heterocromatina centromérica resulta eileziciamiento génico, mientras
que los genes que se estan transcribiendo se disgonbucles activos (Fig. 18B).
Dentro del territorio cromosémico la cromatina priezhcontrarse con diferentes
niveles de compactacion, mas densa hacia el intgriproxima a la envoltura
nuclear, mientras que la cromatina dispersa se nebgpahacia el espacio
intercromatinico (Fig. 18C). Las caracteristicasueturales y funcionales de la
cromatina también permiten diferenciar dominiogefgicacion tardia en la regiéon
perinuclear y el compartimento perinucleolar yrdanatina pobre en genes se sitla
preferentemente en la periferia junto a la laminglear. Los dominios de
replicacion temprana y la cromatina con una dedsigimica alta se disponen hacia
el interior de los territorios cromosoémicos (Fi@D), mientras que a nivel de las

fibras cromatinicas la organizacion para la regata¢ranscripcional resulta mas
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compleja. Los genes activos pueden quedar en kxfsue de la fibra y los genes

silenciados hacia el interior. Alternativamentes ominios de genes silenciados
mas compactos pueden adquirir una conformacion laés o abierta para la

transcripcion (Fig. 18E). En el espacio intercrdmiab se encontrarian los

componentes necesarios para la transcripcion, raeidar, replicacion y reparacion

del ADN (Fig. 18F y G).

Fig. 18. Modelo de arquitectura funcional del naclasas de cromatina (A), relocalizacion de genes
(B), composicion de territorios cromosémicos (C), doas de replicacion (D), fibra de cromatina (E)
y espacio intercromatinico (F y G) (Cremer y Crergéfl).

Més importante aun, los datos obtenidos hastaeskpte indican que el efecto de la
posicion sobre la funcién de los genes parece sgoma nivel local, es decir en

regiones especificas, mas que sobre todo el wwritoomosomico (Francastel y

cols., 2000).

En nuestro grupo hemos investigado la relaciéredatiorganizacion espacial y la
funcién de los geneslyc, c-Met IgF2r, Asb4y Zaclen fibroblastos embrionarios

de ratén (Royo y cols., 2009). Estos genes tiemandistribucion radial similar, se

localizan en una porcién intermedia entre el cepnti@ periferia nuclear, pero no se
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encuentran proximos entre si en el nicleo en aderfinteresante destacar que
mediante 3D ARN-FISH descubrimos un patron esprcifie localizacion de los
sitios de transcripcion respecto del nucléolo. Bt enodo,Zacl mapea en el
cromosoma 10 de ratdn, carente de genes ribosqrgad€s asi este cromosoma se
posiciona en estrecha proximidad al nucléolo. Nuoessstudio reveld que la
transcripcion del genZacl sucede en yuxtaposicion al nucléolo y que la
acumulacion y retenciéon de mARN en este punto actimo un mecanismo de
regulacion de la expresion de la proteina (Royeoly.c2009). Nuestros resultados
agregan evidencia sobre otra funcién del nucléolmcces la intervencion en la
expresion proteica, ademas de las ya conocidas $lprogresion del ciclo celular,
la transcripcién y el procesamiento del ARN no sitrmal (Boisvert y cols., 2007).
Recientemente, Papantonis y Cook retomaron la ptagile si un gen transcribe
debido a su posicién en el espacio nuclear o siepaontrario, la posicion esta
determinada por la funcién de transcripcion. Lomslaxistentes permiten a estos
autores postular que las ARN polimerasas y loofastde transcripcion juegan un
papel central en la organizacion del genoma. Sinaego cabe destacar que, como
ocurre a menudo en biologia, las estructuras puetkterminar la funcién
(Papantonis y Cook, 2010). En concordancia con #aga de pensamiento,
Crutchley y colaboradores han definido un conjuntie caracteristicas
arquitectonicas del genoma que estan muy relacasnedn la funcion; a sabel)

La organizacion local de la cromatir®;las interacciones intracromosomalgstas
interacciones intercromosomales;4y el ambiente gendémico (Crutchley y cols.,
2010).

Localmente, es decir, en regiones especificas drbrga, la cromatina puede
encontrarse en un estado de compactacion menorda las lazos cromatinicos
(abierta) y esto se asocia frecuentemente coni@ativtranscripcional y viceversa
(silenciada) cuando ésta es mas compacta (de l@aisyeld, 2003) (Fig. 19A).

El orden lineal de los genes en un cromosoma hddampue se produzcan
interacciones en cis 6 intracromosomales, masadrghnizacién espacial de genes

de un mismo cromosoma en interfase esta estricteamerlacionada con la
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regulacion de la expresion (Fig. 19B). Por ejemglogen de Ig3-globina esti
controlado por un elemento regulador LCR, distateé60 kb de la secuencia del
gen, y aun asi se ha demostrado que interaccidgsiaarhente en aquellos tejidos
donde esta activo mediante la formacién de lazomatinicos y no asi en aquellos
tejidos, como el nervioso, donde se encuentracsdldn este gen (Tolhuis y cols.,
2002). Inclusive, se ha demostrado que cuando reldgelap-globina se activa
durante la eritropoyesis se relocaliza distantsgi®loques heterocromaticos que lo
mantenian inactivo, formando lazos que se extiendeluso fuera del territorio
cromosémico (Kosak y cols., 2002).

Los genes de los receptores olfativos presentaicoamportamiento similar. La
eleccion de los receptores olfativos que se expresaina determinada neurona esta
mediada por las interacciones entre los genes gemeencia potenciadora conocida
como elemento H, localizado a 75 kb de los genésesel cromosoma 14. La
interaccion entre estos genes y el elemento H smblese a pesar de estar
espacialmente separados en el nucleo (Lomvardasdsy, 006). Parece que los
contactos de la cromatina en cis de la region prorag los elementos reguladores
pueden resultar en un mecanismo de organizacimansional del genoma para la
expresion génica. De igual modo, se propone qumtesacciones de los genes con
sus elementos reguladores también pueden ser s drantercromosomales, es
decir, en los que el control de la regulacion ggmsta gobernado por el contacto
entre loci de diferentes cromosomas en el espaaitear (Fig. 19C). Aunque este
fendmeno se ha observado clasicamenteresophilg las evidencias en mamiferos
son aun escasas (Williams y cols., 2010).

Por ultimo, el concepto de ambiente gendmico haferencia al fendbmeno de
concentracion de secuencias de ADN en una regibregfgmacio nuclear como
sinbnimo de organizacion funcional del genoma (FI§D). Genes que se
encuentran co-regulados a menudo forman un grupdoroinio y comparten
factorias de transcripcion independientemente gmsicion gendmica.

Los genedgh y Myc mapean en los cromosomas 12 y 15, respectivamkmesar

de esta caracteristica estructural, se observanmpartiendo el complejo ARN pol
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Il durante su transcripcion coordinada en la miseggn nuclear (Osborne y cols.,
2007).

Fig. 19. Conformacion de la cromatina. Nivel locA).(Interacciones de elementos de un mismo
cromosoma 0 intracromosomales (B). Interaccioneselentos de distintos cromosomas o
intercromosomales (C). Ambiente genémico (D) (Crugghf cols., 2010).

Las modernas tecnologias de andlisis de interaesidael genoma a gran escala, por
ejemplo Hi-C que incluye la ligacién de elementésichmente préximos y la
posterior secuenciacién masiva, han servido parfiro@r la existencia de un nivel
superior de organizacion del genoma caracterizaolo Ip segregacion de la
cromatina activa de la inactiva en dos compartioertlaramente distinguibles
desde el punto de vista funcional.

Tal como se mencionara anteriormente, la heteraiom transcripcionalmente
inactiva, los cromosomas pobres en genes y otersegltos con baja expresion se
sitan en la periferia nuclear, mientras que lostéeios cromosomicos con una alta
densidad génica y transcripcionalmente activoslilara en el interior del nucleo
(Lanctot y cols., 2007). Se han descrito variosngjes de genes que siguen un
comportamiento similar, es decir, que adquierenlaaalizacion hacia la periferia
del nucleo en estado inactivo. Sin embargo, nouselgp tomar como un fenémeno
general a todos los genes, ya que se observaros easlos que los elementos
inactivos se trasladan desde la periferia hacietetior del nucleo (Takizawa y
cols., 2008a). También hay evidencias de genegoactin la periferia del nucleo o
incluso en la cromatina densa (Dimitri y cols., 200

El proceso de reorganizacion del genoma en resp@estambios funcionales es

claramente visible durante el proceso de difereimia Por ejemplo, en células T de
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raton ocurre una reorganizacion general del nuelewivel del centrémero, los
cromosomas y los genes conforme los linfocitos Tduren desde el estado
CD4/CD8 doble negativo a CD4 o CD8 positivos sirapldonde se observan
cambios en la posicion radial de los genes y de#hosoma 6 (Kim y cols., 2004).
El ejemplo paradigmético lo constituye el cromosoxhanactivo en las células
femeninas, que se localiza en la periferia del eni@ltamente compacto (Lyon,
1961).

En resumen, la regulacion de la expresion génicar®@@ mdltiples niveles y los
diferentes niveles de organizacién estructuraladerbmatina tienen como objeto
maximizar la eficiencia génica y regular el estéaacional del genoma (Zhou y
cols., 2007; van Steensel, 2011).

1.6 Organizacién del genoma en células con alterammes cromosémicas
Ademéas de la implicacion en los procesos de trgpwén, también se ha
demostrado que la organizacion del genoma (efecforakimidad) es un factor que
tiene un papel importante en la generacion de rislotaciones cromosémicas
especificas de tumores (Parada y Misteli, 2002). ttzslocacion entre los
cromosomas 9 y 22 humanos esta presente en el 8366 gacientes con leucemia
mieloide crénica (Rowley, 2001). Las investigac®sebre la distribucion de estos
dos cromosomas en leucocitos normales, es deewjopal desarrollo del tumor,
demostraron que éstos ocupan una posicion cemralieleo y, ademas, localizan
estrechamente uno al lado del otro. Se observarsultados similares para los
cromosomas 15 y 17 que sufren traslocaciones enerpas de leucemia
promielocitica aguda (Druker y cols., 2001).

Los genedMyc, Bcly el locus de la inmunoglobulina (IGH), involucosden las
traslocaciones especificas de los linfomas de Buykias leucemias linfociticas
humanas, guardan proximidad espacial en el nuntedfdsico de células normales
y la distancia entre los genes que participan em determinada traslocacién se
correlaciona de forma directa con la frecuencideeque esas traslocaciones se

presentan en los pacientes (Roix y cols., 2003).

51



INTRODUCCION

En los tumores sélidos, se ha encontrado una eoréel similar entre la posicic
relativa de loscromosomas o genes involucrados en rearreglos geosinias
traslocaciones reciprocas entres loromosomas 5 y 6 son caracteristicas dt
tumores hepéticos originados en ratones transger-myc/TGF (Sargent y cols.,
1999). Los estudios sobre la organizacion espdeiastos dos cromosomaslos
hepatocitos de ratones &gks, de la misma linea de los transgénicos, aemelque
se ubican préximos uno respecto del otro en elcgspaiclear, formando un p
yuxtapuesto en el 68% de las células (Parada ), 2004).

Sengupta y colaboradores estudiaron la distribueipacial del cromosoma 7, junto
con los territorios cromosomicos8 y 19, en células en las que introduje
artificialmente un cromosoma extra y la comparacon la posicion del mism
cromosoma en las células parentales diploides.sEmtitores detectarcque los
cromosomas introducidos artificialmente, es (, que generaban una situacion de
aneuploidia, localizalmaen una posicion radial similar a la del homélegabgenc
(Fig. 20) (Sengupta y cols., 2007).

. am
.

Fig. 20. FISH del territorio cromosémicd (rojo) y 19 (verde en una célula aneuploide (A).
Reconstruccion tridimensional (B) y analisis de pidsi radial (C). (Sengupta y c¢, 2007).

La localizacion de los cromosoma8 y 19 erlos linfocitos humanos constituy6 un
descubrimiento relevantn el campo de la arquitectura nuc. EI cromosoma 19,
con una alta densidad génicgupa una posicién preferentemente central, mie
que el 18, pobre en genes, se localiza hacia ifegardel nlcleo celular. El analis
de la distribucion radiale los cromosomas 18 y 19 hums en ocho lineas

celulares tumorales con reordenamientos cromosémicomplejo revelo
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diferencias entre las células normales y las lineamrales. En siete de las ocho
lineas celulares tumorales analizadas, los autd®srvaron una posicion radial de
los territorios cromosomicos invertida, es decircremosoma 18 pobre en genes
localizaba en el interior y el par cromosémico d& una densidad génica mayor,
préximo a la periferia. Estos resultados indicae gurante la tumorigénesis se
produce una pérdida de la organizacion radial declomosomas en el nucleo
interfasico (Cremer y cols., 2003).

Esta ampliamente aceptado que en plantas las aidiapl no tienen el mismo
efecto deletéreo que en animales. Inclusive egtdngtica comun la generacion de
especies con incremento en el complemento gendeitdines de investigacion o
mejora vegetal. Huettel y colaboradores generaspeaes dérabidopsis thaliana
con trisomia del cromosoma 5 y determinaron laridistion espacial de algunas
secuencias especificas de los cromosomas supemriosey la expresion de genes
presentes en este cromosoma. Sus resultados esiséstea vegetal indicaron que la
trisomia no distorsionaba la distribucion espad&llas secuencias utilizadas en el
estudio, pero si observaron una disminucién deldestranscripcional del genoma
en su totalidad (Huettel y cols., 2008).

Petrova y colaboradores realizaron un estudio dgokicion radial de la region
centromérica de los cromosomas 1 y X en un casepeianal de polisomia en un
humano (49,XXXXY) y lo compararon con la distribdicide esos cromosomas en
los fibroblastos de un varon normal (46,XY). Estosores observaron que la region
centromérica y quizas el territorio completo dedmsmosomas X activos tenian una
localizacion similar en ambos tipos celulares, mma&n que los cromosomas X
inactivos (corpusculos de Barr) se encontraron prégimos a la periferia. De
forma interesante, la posicion radial del cromosdmeon una alta densidad génica
y que supuestamente deberia localizar hacia elocdat ndcleo, se vio afectada por
la presencia de los cromosomas sexuales adicioealts células del paciente con
un cariotipo 49,XXXXY (Petrova y cols., 2007).

A pesar de estos avances, el volumen de informaai@nca de la organizaciéon

espacial del genoma y la relacion que guarda ceriulaciones del nucleo en las
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células aneuploides no tumorales son ain muy escaso

De ahi que el objetivo principal durante el presgmbyecto de tesis doctoral ha
sido obtener informacién sobre la posicion de losnosomas/genes en el nucleo de
células con variaciones en el nimero de cromosardasduales, asi como también
de conjuntos completos de cromosomas; y a su \tendgr como la localizacion de

los cromosomas adicionales podia influir en la esign de los genes.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

.1 Hipotesis

El genoma se encuentra altamente organizado espatie nuclear de las células
eucariotas. Los cromosomas y los genes ocupanigrusécpreferentes en el ndcleo
interfasico, respecto del centro, de la periferideyotros genes. En la actualidad se
cuenta con un volumen importante de evidenciasagagan la nocion de que la
organizacién espacial del genoma tiene influenoiares la funcion del mismo y
viceversa.

Por otro lado, el genoma de todas las células dadividuo presenta un namero y
estructura de cromosomas caracteristico. En laalesa ocurren variaciones en el
namero y estructura de estos cromosomas que tiemesecuencias deletéreas e
inclusive pueden llegar a ser incompatibles covida. Cuando las aneuploidias o
variaciones en el nimero de cromosomas ocurreasecélulas germinales son una
causa comun de enfermedades congénitas en hunianeste modo, la trisomia 21
es la causa del Sindrome de Down, que ocurre encadh 600 nacidos vivos, y el
desequilibrio en la dosis génica en el Sindrom®aden se considera responsable
de los signos y sintomas de esta patologia.

Los conocimientos sobre la organizacion espacidl gEnoma en células
aneuploides, asi como sobre como influye el aumgata ploidia en la funcion del
genoma en relacion con la arquitectura nuclearagomescasos. En particular, se
desconoce como se distribuyen los cromosomas de2jpaaumano, asi como los
genes de la DSCR en el nacleo interfasico de lataséde pacientes con Sindrome
de Down y la relacién que esto guarda con su eprggnica.

En el presente trabajo postulamos que la orgadizaespacial del genoma en el
nacleo interfasico de células aneuploides influgdaeexpresion de sus genes. Por
ello, pensamos que la posicion de los genes deSlaRDen el nucleo interfasico

podria estar relacionada con su funcion en el 8inerde Down.
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.2  Objetivos

De acuerdo a la hipotesis propuesta, dbgetivos generalesdel presente trabajo se

centran en:

1. Estudiar la organizacion espacial del genomalade células normales y las
aneuploides

2. Determinar la expresion relativa de genes endhgas normales y las aneuploides

3. Investigar la relacion entre la distribucion aspl de los genes en el ndcleo

interfasico y su expresion génica, en células niasnaaneuploides.

Y los objetivos especificogjue se llevaran a cabo son:
1. Organizacion espacial genémica en células nornyaesuploides

1.1. Determinar la posicion radial y la posicion relatde los cromosomas 5, 6, 15
y 16 en células de ratén con diferentes ploidias.

1.2. Determinar las posiciones radial y relativa dedesesSocsl, Sodl1, DscrB
Dyrkla que localizan sobre el cromosoma 16 en células atén rcon
diferentes ploidias.

1.3. Determinar la posicién radial y la posicion relatidel cromosoma 21 en
células humanas diploides normales y en célulaspdmides con trisomia 21.

1.4. Determinar las posiciones radial y relativa dedeses de la DSCBOD1 y
DYRK1Aen células humanas diploides normales y en cé&ulagploides con
trisomia 21.

2. [Expresion génica en células normales y aneuploides

2.1. Determinar la expresion génica, a nivel ARN vy pirtds, en células de raton
triploides.

2.2. Determinar la expresion génica, a nivel ARN y pirtds, en células humanas
con trisomia 21.

3. Relacidn entre la distribucion espacial de los ggngu expresion

3.1. Cuantificar la intensidad de flurescencia de lareazARN pol Il en la regién

donde se localizaBOD1y DYRK1Aen el nucleo en interfase, tanto en células

humanas normales como con trisomia 21
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[11.1  Cultivos celulares

[1.L1.1 Lineas celulares

Se emplearon cuatro lineas celulares de raton ieremte nivel de ploidia y dos
lineas celulares humanas en cultivo.

Las células murinas utilizadas, G7 (diploide), NT33(triploide), P16 y LB4
(tetraploide), presentan un contenido gendmicobbstal contrario que las lineas
celulares tumorales, que en la mayoria de los cpessentan alta inestabilidad
cromosémica, es decir, pérdidas y ganancias cdestde cromosomas. Las células
G7 son fibroblastos embrionarios de raton con uargec genética normal de 20
pares de cromosomas, mientras que la linea celelfbroblastos triploide NIH3T3
tiene 66 cromosomas, la linea de fibroblastosajpédide LB4, 78 cromosomas y la
linea de fibroblastos P16, 82 cromosomas. La nmyfal de estas células es
aplanada y crecen adheridas a la superficie d&a&a.pLas células se sembraron a
razon de 1x10células por placa de 100 mm o 1x&6lulas por pocillo en las placas
de 6 pocillos y el medio de cultivo consistié en BM F:12 suplementado con 10%
de suero fetal bovino, 1% penicilina/estreptomicit? L-glutamina para las lineas
G7, P16 y LB4, mientras que para la linea celul&t33 consistio en medio RPMI
suplementado igualmente con 10% suero fetal boditopenicilina/estreptomicina
y 1% L-glutamina.

Las lineas celulares GM03714 y 4710-176 derivadaslimfocitos humanos
diploides y portadores de la trisomia para el csonta 21, respectivamente, fueron
gentilmente donadas por el Dr. Antonarakis (Unikexd de Ginebra, Suiza) y se
cultivaron en suspension en medio RPMI-GlutamaB(@D) suplementado al 10%
con suero fetal bovino y 1% de la mezcla de artimé penicilina-estreptomicina.
Todas las lineas celulares se mantuvieron a 37%nedsfera himeda que contiene
un 5% de CQ

[11.1.2 Cultivos primarios de neuronas de raton

Se utilizaron un total de 10 ratones hembra C57BIldé genotipo salvaje (WT)
prefadas que fueron sacrificadas el dia 16,5 deadés (E16.5) mediante

dislocacion cervical. La totalidad de los embriosestransfirieron a una placa de
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Petri de 100 mm con 10 ml de solucién salina deksl@dHBSS Hanks Balance Salt
Solution). El cerebro de cada uno de los embriones fuaiektrquirdrgicamente y
transferidos a una nueva placa de Petri conteni@ndd de HBSS en la que se
procedié a quitar las meninges y eliminar el butlitatorio e hipocampo en
condiciones de esterilidad y manteniendo el mdtsolare un bafio de hielo.

Para el aislamiento de las células neuronalesofteza cerebral de todos los
embriones se transfirio a un tubo cénico de 15 reéyincubd con 400l de una
solucion de Tripsina (2,5%) y 80 de ADNasa | (0,4%) durante 5 min a 37°C. Una
vez completada la digestion con estas enzimas ssgagn 4,5 ml de medio
Neurobasal/Suplememento B27 (1:1), suplementadadlebr-glutamina, 1% PSF
(penicilina-estreptomicina-fungizona) y 10% sueretaf bovino (NBSFB).
Posteriormente, el tejido digerido se centrifugdib a 1000 rpm, se resuspendié en
1 ml de medio NBSFB fresco y se disgregé mecaningenmediante el pasaje del
material a través de agujas de calibre 25G, 23B3/(20 pases por cada una).

La suspension celular resultante se filtré a tralgéiltros de nylon y se determino
la viabilidad celular mediante el recuento de @&ubn cdmara de Neubauer con
trypan blue. Las neuronas primarias se sembran@z@n de 4-6x10células por
pocillo de una placa de 6 pocillos, provisto cada de ellos de un cubreobjetos de
22x22 mm tratados con poli-L-ornitina 0,01% y 2dvl NBSFB. El medio original
se reemplazé por medio NB sin suero fetal bovimbbaldespués de la-siembra. Las
células adheridas a los soportes de vidrio se ofijamediante diferentes
procedimientos 3 dias después de la-siembra, aoafora necesidades

experimentales especificas (ver mas adelante).

[1.1.3 Pretratamiento de los soportes celulares

Cubreobjetos de 22x22 mm se trataron con poli-litioen al 0,01%. Sobre la

superficie del portaobjetos se aplicaron 200de la solucién durante 1 hora en
campana de cultivo celular y se realizaron treadas sucesivos con agua durante
10 minutos. La matriz de poli-L-ornitina se dej@aeen campana durante 1 hora y

las placas se conservaron a 4°C.
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[1.1.4 Fijacion de las células para microscomdldorescencia

La deteccion y caracterizacion de estructuras aedsl se realizé mediante
inmunofluorescencia indirecta. Las células se dijaen paraformaldehido al 4%
durante 10 minutos y se permeabilizaron con tanpiansuplementado al 0,5% con
Triton X-100. Posteriormente se realiza la incubaaon los anticuerpos primarios
correspondientes y los secundarios conjugados cofécmas fluorescentes.

Alternativamente, para la técnica inmunocitoguimiaa células se fijaron en
paraformaldehido al 4% y se permeabilizaron las lonanas con PBS 1x/Tritdn X-

100 0,5% durante 20 minutos. Seguidamente las @eipaes se lavaron 3 veces
con TBS 1x durante 5 minutos cada vez y se repitigpermeabilizacion con

TBS/Tritén X-100 0,1%.

[1.L1.5 Inmunofenotipado celular

Las preparaciones neuronales fijadas se incubamuima solucién de albumina 2%
en TBS 1x 0,05% y Tween 20 (A2TBST) durante 45 nasupara bloquear los
lugares de unidn inespecificos y, posteriormendr,lgs anticuerpos primarios y en
las condiciones que se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Anticuerpos primarios y condiciones deibacion.

ANTICUERPO HUESPED DILUCION DISOLVENTE Il-\lnCI)EL’J\ABi%I%If\I
Neun Raton 1/200 A2TBST 45 min
INCEP Conejo 1/100 A2TBST 45 min
NPMN Raton 1/100 A2TBST 30 min

INCEP: proteina centromérica interior; Neun: pradefmeuronal nuclear; NPMN: nucleofosmin o
fosfoproteina nucleolar B23.

Para el revelado de la reaccion antigeno-anticuagppreparaciones se lavaron con
4xSSC/Tween 20 0,1% (4T) durante 5 minutos y 2 yemmn TBS 1x durante
5minutos. Posteriormente, se incubaron con la Eolude anticuerpo secundario
apropiado y conjugado con Texas Red.

Para el revelado de las reacciones inmunocitoqagr@tmétodo fue completamente
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enzimatico (no fluorescente) e incluyo el uso diécaarpos secundarios conjugados
a fosfatasa alcalina o peroxidasa. La reaccionstiesée pone de manifiesto por
medio de la incubacion con los sustratos adecudel@stas enzimas: el rojo rapido
para la fosfatasa alcalina y la diaminobencidina peaperoxidasa.

Finalmente las preparaciones se montaron con \feeld® (Vector) y se
analizaron bajo un microscopio confocal Leica Dijreon un objetivo 63X de

inmersién o un microscopio Olympus CellR de fluosxia con un objetivo 100X.

1.2 Preparaciéon de los cromosomas en metafase

Se cambibé el medio de cultivo a las células apragimmente 12 horas antes del
procedimiento. La division celular se detuvo eradist de metafase agregando
colcemida (0,03-0,04g/ml) al cultivo e incubando a 37°C durante 3 horas

Las células se despegaron del soporte de cultivotigosina-EDTA 0,05% vy la
suspension celular se transfirid a un tubo cénise gentrifugd a 25@xdurante 10
min. El precipitado celular se resuspendié en 8erdolucion hipotdnica, KCI 0,056
M previamente calentado a 37°C, y se incub6 a teahyra ambiente durante 30
min. Las células se fijaron con una mezcla de nodt&cido acético 3:1 en hielo,
tres veces consecutivas en un volumen final de Bespectivamente. Las células
fijadas se conservaron a -20°C. Las preparacioaeseaizaron al menos 1 dia
después de la fijacion depositando gotas de leess8m celular sobre portaobjetos

de vidrio limpios.

[11.3  Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

FISH (Fluorescent in situ hybridizatigres una tecnologia que utiliza sondas de
ADN marcadas con nucle6tidos modificados con digemina o biotina, que a su
vez se pueden detectar mediante anticuerpos onfugptearcados con fluorescencia.
Este procedimiento conlleva la desnaturalizacion A®N de la muestra
(cromosomas metafésicos o en interfase) y del ABIMdonda marcada e induce la
separacion de las hebras complementarias de l& tiélice. La incubacion de la
muestra desnaturalizada con la sonda de interébjén desnaturalizada, conduce a

la formacion de un hibrido de doble hélice en diosdiana marcado con
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fluorescencia que se puede detectar por medio desabpia de fluorescencia.

ensayo FISH puede usarse sobre células en mefaesaetectar deleciones, p
identificar material extra de origen desconocidpav: detectar reordenamientos
estructurales como los que se observan en cieéioseres. También se aplici
células en interfase, como por ejemplo en la deteae aneuploidias en células
fluido amnidtico o en los estudios de organiza@épacial degenoma en el nicleo

interfasico (Fig. 21).
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Fig. 21.Esquema del fundamento de la técnica FISH. Hibidaelocus especifo.

El procedimiento para el método de FISH es sumarextenso y complejo, por

tanto la descripcion del protocolo se divi en partes.
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[1.3.1 FISH de cromosomas enteros (pintado cr@mso)

Mediante este método es posible visualizar laittzdl del cromosoma. Para la
generacion de sondas dirigidas a cromosomas espscés necesario obtener el
ADN molde mediante aislamiento mecéanisorfing o manual por microdiseccién

de los cromosomas metafasicos. El marcaje del ADi¢aliza mediante PCR.

-DOP-PCR Degenerate Oligonucleotide PrimBICR)

Esta reaccidn utiliza cebadores inespecificos yedtidos (ANTPs) unidos a biotina
o digoxigenina que permiten amplificar fragmentesADN de diferentes tamafios
y, simultaneamente, incorporar los nucleétidos fizatios.

El producto es una mezcla de fragmentos de PCRadh@scue hibridan sobre toda
la secuencia del cromosoma. Los reactivos necssaeialescriben en la Tabla 3,
mientras que las condiciones de la reaccién induglesnaturalizacion del ADN a
94°C durante un minuto, union de los cebadores °&€ Sfurante un minuto y

elongacién a 72°C durante tres minutos con 1 segaditional en cada uno de los
29 ciclos que conforman la reaccion total y ungpatiinal de incubacion a 72°C

durante diez minutos. El producto de la reaccioguseda a -20°C.

-Pretratamiento de los cromosomas

Con el objeto de facilitar la hibridacion, los mste citoplasma se digirieron con
una solucioén de pepsina 0,001%-0,005% (P/V) en®HEIM a 37°C. Se incubaron
los portaobjetos en esta solucién durante 2-10 twsnontrolando periédicamente
el procedimiento bajo el microscopio de contrastefabe. Las preparaciones se
lavaron sucesivamente en PBS 1x (sin &a@Cl®) y PBS 1x (con MgC) a
temperatura ambiente durante 5 min cada vez. Rwstente se fijaron en
formaldehido 1% en PBS 1x durante 10 min y se tavawuevamente con PBS 1x
(con MgCI2). Se deshidrataron en una serie de alaifico 70%, 90% y 100% por
espacio de 2 min en cada una de ellos y los pgetasbse dejaron secar a
temperatura ambiente. En el caso de FISH 3D seidonat deshidratacion en

alcoholes para evitar la distorsion de la arquitechuclear.
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Tabla 3. Reactivos utilizados para el marcado derlmsiosomas mediante DOP-PCR.

VOLUMEN REACTIVO CONCENTRACION FINAL

10ul Tampon 10x PCR

8ul 50 mM MgCh

5ul Mezcla de dNTP d-ATP, d-CTP y dGTP 0,2 mM
d-TTP 0,15 mM

5ul dUTP modificados Biotina-16 dUTP 0,05 mM
Digoxigenina-11dUTP 0,05 mM

65 pl Agua

2l Primer Telenius 0,2uM
Humano [5"CCGACTCGAGNNNNNNATGTG-3]
Raton [5-CGTACTCGAGNNNNNNTACAGC-3]

1 ul Taq ADN Polimerasa 5 U/ul

4 ul ADN cromosémico 100-150 ng

-Desnaturalizacion de la sonda

Las sondas de pintado cromosomico se prepararolvidisdo el producto de DOP-
PCR en una mezcla de formamida 50% en 2xSSC/sulatdextrano 10%. La
alicuota de 12ul de sonda se calent6 a 80°C durante 7 minutos para
desnaturalizacién y posteriormente se incubé a 3f4ante 30 minutos para

favorecer el bloqueo de las secuencias repetitivas.

-Desnaturalizacion de los cromosomas
La muestra se incub6 en una solucion de formam@$a/ZxSSC (F70) a 75°C
durante 2-3 minutos para desnaturalizar el ADN aigndespués se lavaron los

preparados en una serie de alcohol etilico 70%, Ya9®% conservados a -20°C.
-Hibridacion
Se depositaron gl de sonda sobre el &rea celular, se cubrié corubreobjetos de

vidrio, se sell6 con cemento de pegar y se hitai@d°C durante 48 horas protegida

de la luz en una camara de hibridaciéon himeda lieamgente cerrada.
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-Deteccion

Las preparaciones se lavaron sucesivamente en rfodaa50%/2xSSC (F50),
IXSSC y 4xSSC/Tween 20 0,1% (4T) a 45°C durantmihQtos cada vez. Después
de estos lavados, se incubd con la solucion daibtnde 3% albumina en 4T (4A) a
37°C durante 30 min y posteriormente con la sofucié anticuerpos primarios a
una dilucion 1:100 en 4A durante 45 minutos, a 3y°@rotegida de la luz.
Posteriormente las preparaciones se lavaron coa 4%°C durante 10 min y se
incubaron con la solucion de anticuerpos secunslalilaidos 1:100 en 4A durante
45 min a 37°C protegidas de la luz. Finalmente asarbn 3 veces en 4T a
temperatura ambiente y una vez en agua destilaaén(8ada vez). Se tifié el ADN
con DAPI (1ng/ml en PBS) y se montaron las preparaciones caiaglield®
(Vector).

[11.3.2 FISH locus especifico

Para generar sondas especificas de locus (gen)DBl #olde se obtiene de
cromosomas bacterianos artificialda¢terial Artificial Chromosome, BACLos
BAC contienen el fragmento (aproximadamente de RG0de ADN gendmico
humano o de ratén del gen de interés. El estudia deganizacion del genoma en
raton se realizd para los gen®scsl(Suppressor of cytokine signaling,1Sod1
(Superoxide dismutasg, Dscr3 (Down syndrome critical region geng ¥ Dyrkla
(Dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regidd kinasg Son genes que
mapean sobre el cromosoma 16, el primero en undnregntromérica (Chrl6 B1,
bp: 10.695.821-10.699.114) y el resto en una retgfomérica (Chrl6 C3.3, bp:
90.220.987-90.226.569; chrl6 C4, bp: 94.719.3904®437; y chrl6é C4, bp:
94.833.067-94.914.006). ElI gen homologo Stecslen humanos también mapea
sobre el par cromosomico 16, sin embargo, los geop®logos de&sodl Dscr3y

Dyrklamapean en el cromosoma 21 en torno a la DSCRZE)g.
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Fig. 22. Diagrama de la region sinténica de crommas@1 humano (HSA21) y del cromosoma 16
murino (Mmul6) que incluye la region critica deddéme de Down (DSCR).

La busqueda de clones se realizo en las basedaterdtp://www.ncbi.nlm.nih.gov
o http://www.ensembl.org/index.html. Para la prepan de las sondas locus
especificas se seleccionaron los clones RP23-203B®mp: 10.62-10.86) que
incluian la secuencia gendmica 8ecsl1 RP23-118L24 (Mbp: 90.02- 90.25) para
Sodl RP23-115D20 (Mbp: 94.57-94.80) pdbscr3y RP23-62H3 (Mbp: 94.80-
94.95) pardDyrkla(Tabla 4). Los clones fueron adquiridos @#lildren's Hospital
Oakland Research Institut€CHORI). En ratdon se disefiaron experimentos de
hibridacion por parejas de genes segun la distageiemica que los separaba.
Socsly Dyrkladistan 84.5 Mbp, se consideran genes distaBtafly Dscr3 distan
4,5 Mbp y se consideran genes proximales. El astaei la organizacion del
genoma en humanos se realizd para los g8@#3ly DYRK1A genes implicados
en la patologia del Sindrome de Down. Estos mapehne el brazo largo del
cromosoma 21, Chr21922.11 (bp: 33.031.935 — 332@4).y Chr21 g22.13 (bp:
38.738.636 — 38.888.280), respectivamente. Loseslatilizados para preparar las
sondas locus especificas RP11-30D17 (Mbp: 32.98533ara el gersOD1y
RP11-777J19 (Mbp: 38.72-38.89) para el @afRK1Afueron gentilmente donadas
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por el Dr. Mariano Rocci (Universidad de Bari, il La distancia entre estos genes
es de 5,7 Mbp en la secuencia genética, por loo,tage consideran genes

proximales.

Tabla 4. Genes, localizacion en el cromosoma humpad® ratén y sus correspondientes BAC para la
preparacion de las sondas FISH.

GEN RATON BAC GEN HUMANO BAC
Socsl 169A1 RP23-203B24

Sod1l 169C3.3 RP23-118L24 SOD1 21g22.11 RP11-30D17
Dscr3 169C4 RP23-115D20

Dyrk1A 16qc4 RP23-62H3 DYRK1A  21922.13 RP11-777J19

-Extraccion del ADN

Previamente, las bacterias conteniendo los fragmecibnados se cultivaron de
acuerdo a métodos convencionales en medio LB liqiintante 16 horas, a 37°C en
agitaciéon continua (220 rpm). El antibiético utdo para la seleccidén de los BAC
fue el cloranfenicol a la concentracion de 1gggml. La extraccibn de ADN se
realiz6 mediante protocolos rutinariddiiPrep Kit; Quiagen. Se centrifugaron 6
ml de cultivo bacteriano a 4.400 rpm a temperaannbiente durante 30 minutos. Se
descartd completamente el sobrenadante y el pasipse disolvio en 300l de
tampon Tris-HClI pH 7,0 que contenia ARNasa. Laseges bacterianas se
rompieron con 30Ql de solucion de lisis NaOH/SDS y el ADN se retienda fase
acuosa con 30Qu de solucion de acetato de potasio (KOAc) en hiSe
centrifugaron a 12.000 rpm durante 15 minutos a #6almente el ADN del
sobrenadante se precipitdé con isopropanol y sepeeéucon 100ul de agua
destilada. Previo al marcado se midi6 la conceidtnag se analiz6 la calidad del

material en gel de agarosa 1,5%.
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-Nick translation

El marcado de ADN extraido de BAC se realiza medibiick Translation basado
en la utilizacibn de una mezcla de ADN exonucleé3®1 mg/ml) y ADN
polimerasa (fragmento Klenow) que producen mueses la cadena
polinucleotidica e introducen nucledtidos marcadamultdneamente y sin
amplificacién de material. La concentracion y duwaeen de los reactivos se indican
en la Tabla 5. La reaccion de marcado se realiaineiermociclador de BioRAD a
15°C durante 2 horas en un volumen final de fOCPosteriormente se detuvo
agregando 1l de EDTA 0,5 M e incubando 10 minutos a 65°C. hldad de la
sonda preparada (longitud de los fragmentos) sepd mediante electroforesis
en gel de agarosa 1,5%. El ADN marcado forma unrehdo caracteristico que
debe oscilar entre 300-500 pares de bases. Losugio®d de la reaccion se
almacenaron a -20°C.

Tabla 5. Volumen de los reactivos para el marcadlN mediante Nick translation y concentracién
final en un volumen de 1Qd.

VOLUMEN REACTIVO CONCENTRACION FINAL

X ul ADN ~2ug

TrisHCI 0,5 M pH 8, MgCl0,05 M
10l Solucién Tampo6n 10x

Albimina bovina 0,5 mg/ml
10l B-mercaptoetanol 0,1M

d-ATP, d-CTP, dGTP 0,05 M
10l Mezcla de dNTP

d-TTP 0,01 mM

Biotina-16 dUTP 0,04 mM
4l dUTP modificados Digoxigenina-11 dUTP 0,04 mM

SpRed, Fluoresceina 0,025 mM
1yl ADNasa 0,0001 mg/ml
2 ul ADN polimerasa 10U
X ul Agua
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[11.3.3 FISH sobre células metafasicas

Los cromosomas metafasicos humanos y de ratomtigme morfologia lineal en la
que el orden de las sefiales fluorescentes de tasmincide con el orden de las
secuencias de interés en el genoma, por lo queeeipietacion es directa. El disefio
de la sonda se realiz6 atendiendo a las condicia@®eda hibridacion, para
cromosomas enteros (pintado cromosomico), paraeglE® génicos concretos
(FISH locus especifico) y para el cromosoma coropteimbinado con un gen. La
hibridacion sobre células en metafase de humands satoén permitié validar la
sonda, lo que determina que el ADN marcado mapéda Egion gendémica correcta

en células normales.

-Precipitacién de la sonda FISH

En ratdn se disefiaron experimentos de hibridacainpprejas de genes segun la
distancia gendémica que los separaBacsly Dyrkla distan 84.5 Mbp y se
consideraron genes distant8edly Dscr3distan 4,5 Mbp y se consideraron genes
proximales. En los experimentos con humanos seegniplparej&6OD1 DYRK1A
Para preparar la sonda de hibridacion se mezckmamn tubo de microcentrifuga
50-100 ng de ADN de cada uno de los miembros de la paregacados
individualmente con biotina o digoxigeninayg de COT ADN y 4Qug de ADN de
esperma de salmén. Se afadi6 acetato de sodio 3M,DpH,1 parte/volumen y
etanol 100% 3 partes/volumen, se incub6 a -80°@ra # se centrifugé a 12.000
rpm durante 30 min a 4°C. El precipitado se resudipeen 6 pl de formamida 50%,
6 pl de sulfato de dextrano 10% en 2xSSC en bafendeeratura a 37°C.

-Hibridacion sobre cromosomas en metafase

La sonda se desnaturalizé por calentamiento a 80P&hte 10 minutos y se incubd
a 37°C durante 30 minutos. Asi preparada, la seadeonservo en bafio de hielo
hasta el momento de su utilizacién. Los cromosametsfasicos se estabilizaron en
2xSSC durante 10 minutos y se deshidrataron medianados en una serie de
etanol 70/85/100% durante 2 minutos en cada uasdeoncentraciones de alcohol.

La secuencia diana se desnaturalizd por calentammie2°C durante 4 minutos en
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formamida 70%. Inmediatamente se aplicé la sondaestbs cromosomas. Se
cubrié con un cubreobjetos de vidrio y se sellé6 cemento de pegar y se incubd

durante 24-48h a 37°C en camara humeda.

-Lavados post-hibridatorios y revelado fluorescente

Las preparaciones se lavaron sucesivamente corlkSGC y 4T a 47°C durante 5
minutos en cada uno de estas soluciones y un Ularado en 4T a temperatura
ambiente. Los sitios de union inespecifica se tdagan con 4A durante 30 minutos
a 37°C y posteriormente se lavaron en 4T. Paraeetlado de la sefal de
biotina/digoxigenina se incubaron con una solucit200 de estreptavidina
conjugada con Texas Red (rojo) y antidigoxigenioajugada con FITC (verde) en
4A durante 45 minutos, a 37°C, en camara humedaotegido de la luz.
Finalmente, se lavd 2 veces en 4T durante 5 mirzada vez, se deshidraté en la

serie de alcoholes y se mont6 con Vectashield-O¥Bttor).

[11.4 FISH tridimensional en interfase

Para el estudio de la organizacién espacial debrganse disefi6 un protocolo
especifico de hibridacion que permitia preservaedauctura tridimensional del
ndcleo. Cada tipo celular requirié ajustar las écindes de fijacion y de hibridacién

segun sus caracteristicas.

[11.4.1 FISH sobre neuronas de ratéon

Con el objeto de estudiar la organizacion espaeibfjenoma en interfase de células
neuronales primarias, las células adheridas aolpares de vidrio tratados con poli-
L-ornitina se lavaron brevemente con PBS 1x y g&di con una solucién de
paraformaldehido 4% vy acido acético 1% en PBS lrarda 10 min. La
permeabilizacion de la membrana celular se realwd una solucién de Saponina
0,5%/TritonX-100 0,5% en PBS 1x durante 30 minutBesteriormente, las
preparaciones se lavaron con PBS 1x y las célel&staron con HCI 0,1 N durante
20 minutos y se lavaron nuevamente con PBS 1x $@€x®ara evitar la hibridacion

inespecifica del ARN las células se incubaron coa solucion 100 pg/ml de
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ARNasa (stock 20 mg/ml, dilucion 1:200) en 2xSSQCadte 30 min a 37°C.
Finalmente las células se lavaron con 2xSSC durangnutos y con F50. Las

células se pueden conservar en esta solucion du42@te semanas.

-Precipitacion de la sonda

Tal como se mencion6 anteriormente, se utilizammbinaciones de sondas para
detectar en la misma hibridacién dos genes simedtd@ente. En la hibridacion de
neuronas se disefid una primera sonda de genestesentre si en la secuencia
gendmica,SocsiBio y DyrklaDig y una segunda sonda formada por genes que
mapeaban proximos entre SipdiBio y Dscr3-Dig. Se mezclaron en un tubo de
microcentrifuga 50-10@g de ADN marcado, 4g de COT ADN que cubria las
secuencias repetitivas y 40 de ADN de esperma de salmén. Se afiadié acetato de
sodio 3M pH 5,2 0,1 parte/volumen y etanol 100%aR8qs/volumen, se incubaron a
-80°C 1 hora y se centrifugaron a 12.000 rpm der@0tmin a 4°C. El precipitado
se resuspendié en 12 ul de una solucion compuestimnamida 50%/sulfato de
dextrano 10%/ 2xSSC.

-Hibridacion

La sonda se aplico directamente sobre las prepaexicelulares fijadas en el
cubreobjetos y se incub6 conjuntamente duranterd &@B7°C en condiciones de
humedad y protegido de la luz. Luego, se sometiésmaturalizacion conjunta del
ADN diana y de la sonda por calentamiento de lepgmaciones en un termobloque
a 80°C durante 9 minutos. Finalmente se incubdndeird2 h a 37° C en cdmara

himeda.

-Lavados post-hibridatorios y revelado fluorescente

Las preparaciones se lavaron sucesivamente conlkS&C y 4T a 47° C durante
10 minutos en el primer paso y 5 minutos en cada de las soluciones
subsiguientes, seguido de un ultimo lavado en &mperatura ambiente. Los sitios
de union inespecifica se bloquearon con 4A durddtminutos a 37°C y se lavaron

nuevamente en 4Para el revelado de la sefial de biotina y digoxigese utilizd
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un método de amplificacién consistente en la inciflmasucesiva con una solucion
1:100 en 4A de anticuerpos anti-biotina (conejoanti-digoxigenina (raton) y
posteriormente con una solucion 1:200 en 4A deaetpos secundarios anti-raton
conjugado con Texas Red y anti-conejo conjugadoRId&. La incubacién con
cada set de anticuerpos se llevé a cabo en camiareda, durante 1 hora a 37°C e
intercalada con 2 lavados en 4T durante 5 minutose ecada una de las
incubaciones. Finalmente, se colore6 con DAPI| aaomcentracion LM en PBS

1x y se monto para fluorescencia con soluétémiongfad® (Molecular Probe).

[11.4.2 Hibridacion tridimensional de fibroblastds raton G7 vy 3T3

Con el objeto de estudiar la organizacion espatéhl genoma en interfase de
fibroblastos de raton, las células se dejaron cratieectamente sobre los
cubreobjetos de vidrio hasta que alcanzaron apewdmente un 60% de
confluencia. Para realizar los experimentos laslaglse lavaron brevemente con
PBS 1x vy se fijaron con una solucion de paraforgtaldo al 4% en PBS 1x durante
10 minutos a temperatura ambiente. Las membranakmes se permeabilizaron
con una solucion de saponina 0,5%/Triton X-100 0&80PBS 1x durante 30
minutos y se lavaron con PBS 1x. Posteriormentedagas se trataron con HCI 0,1
N durante 20 minutos y se lavaron con PBS y 2x3%a evitar la hibridacion
inespecifica de ARN las células se incubaron coa solucion 100 pg/ml de
ARNasa (stock 20 mg/ml, dilucion 1:200) en 2xSSCadte 30 min a 37°C. Las

células se conservan en formamida 50%/2xSSC a 4°C.

-Precipitacion de la sonda
Para la hibridacion en fibroblastos G7 y 3T3 seararon combinaciones de sondas
para detectar los genes distarfiexsiBio y DyrklaDig y los genesSod1Bio y

Dscr3-Dig que mapean proximos entre si.

-Hibridacion tridimensional
El procedimiento de hibridaciéon en los fibroblas®8 y 3T3 se realiz6 de forma

similar al descrito para las neuronas, aunque coa ligera variacion. Las
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preparaciones celulares se dejaron escurrir paitargel exceso de formamida
50%/2xSSC en el que se conservan las célulasgssaplico la sonda parcialmente
desnaturalizada por calentamiento a 80°C duramtinGtos. Cada preparacion fue
sellada con cemento sobre un portaobjetos y setEomevamente a calentamiento
a 75°C durante 7 minutos de forma conjunta. Finalenee incub6 durante 72 h a

37°C en camara humeda y protegido de la luz.

-Lavados post-hibridatorios y revelado fluorescente
Los lavados post-hibridatorios y el revelado flsoente se realizaron igual que

como se ha descrito para las neuronas primarias.

[11.4.3 3D Inmuno-FISH en linfocitos de humano

Con el propésito de estudiar la organizacion egpael cromosoma 21 y los genes
de DSCR, se utilizaron las lineas celulares GM03y14710-176 derivadas de
linfocitos humanos disémicos y trisbmicos, respactiente. Debido a que estas
células crecen en suspension, los cultivos endasgecimiento se centrifugaron a
800 rpm durante 10 minutos y el precipitado delaslse resuspendio en medio
RPMI-Glutamax suplementado al 50% con SFB pararéoay la adhesion de los
linfocitos al cubreobjetos de vidrio de 22x22mmvpmente tratado con poli-L-
lisina 0,1% en agua. Aproximadamente 5x&6lulas se depositaron sobre cada
cubreobjetos y se dejaron sedimentar durante 1 éworastufa de cultivo en las
condiciones habituales. Una vez conseguida la a&ihéde las células al soporte, se
fijaron con una solucion de paraformaldehido al éfo PBS 0,3x durante 10
minutos. Las membranas celulares se permeabilizatmesivamente con una
solucion de saponina 0,5%/Triton X-100 0,5% en RBSAurante 30 minutos y con
HCI 0,1 N durante 20 minutos. Después, las preparas celulares se lavaron con
PBS 1x y 2xSSC. Para evitar la hibridacién inedpecide ARN las células se
incuban con una solucion 100ug/ml de ARNasa (sgfitkg/ml, dilucion 1:200) en
2xSSC durante 30 min a 37°C. Las células se mamtuvi en formamida

50%/2xSSC a 4°C hasta el momento de realizar bmglaciones.
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-Precipitacién de la sonda

Para la hibridacion en linfocitos humanos se wilina sonda combina&DD21bio

y DYRK1Adig, que distan 5,7 Mbp en la secuencia genondeamezclaron en un
tubo de microcentrifuga 50-10@ de ADN marcado de cada uno de los clones, 4
de COT ADN y 40ug de ADN de esperma de salmén. Se afadié acetaodie
3M pH 5,2 0,1 parte/volumen y etanol 100% 3 pavtdamen, se incubaron las
preparaciones a -80°C 1 hora y se centrifugarch@Q rpm durante 30 min a 4°C.
El precipitado se resuspendié en 12 ul de una isolumompuesta por formamida
50%/sulfato de dextrano 10%/ 2xSSC.

-Hibridacion tridimensional

El procedimiento de hibridacién en los linfocitoantanos se realiz6 de forma
conjunta. Se aplicaron fd de sonda sobre los cubreobjetos y éstos se iaraint
sobre un portaobjetos limpio. El sandwich formadassllé con goma y se incubd
durante 1 h a 37°C hora en condiciones de humedambtggido de la luz para
favorecer la penetracion de la sonda previo adaateralizacion. Posteriormente, se
realizé la desnaturalizacion conjunta por calentéamo a 80°C durante 8 minutos en
un termobloque. La hibridacion se realiz6 incubaladopreparaciones durante 72 h

a 37° C en camara humeda.

-Lavados post-hibridatorios y revelado fluorescente

Los lavados post-hibridatorios y el revelado flsmente de los linfocitos humanos
se realizaron segun el protocolo previamente descon amplificacion de la sefal.
Con el objeto de medir la expresion 8©D1y DYRK1A“in situ” realizamos
inmunofluorescencia indirecta de ARN polimerasd#Hra ello las sefiales de ADN-
FISH se fijaron con una solucién de formalina 1%P886 1x, seguido de lavados
sucesivos con PBS 1x y 4T. Posteriormente se incobduna dilucién 1:100 del
anticuerpo primario de ratén anti-ARN polimerasaefl 4A durante 1 hora en
camara humeda a 37°C. La reaccion antigeno argmuss detecté mediante la
incubacién con una soluciéon 1:200 de un anticuesgoundario de burro contra

ratdbn marcado con Cy5 en 4A durante 1 hora en @amaneda a 37°C. Finalmente
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las preparaciones se lavaron con PBS 1x y 4T, sieaomlorearon con DAPI a una

concentracién de M en PBS 1x y se montaron comiede solucion Prolongfade®

1.5 FISH sobre preparaciones histologicas

Las hibridaciones se realizaron sobre cortes digitcbs de corteza cerebral de fetos
con trisomia 21 de bm de espesor y con una sonda locus especificogbaan
DYRK1A La preparacion de la sonda se realiz6 de manmitaisa la descrita
anteriormente con 10§y de ADN del clorDYRK1Amarcado con Dig.

Para la hibridacién, las muestras se sometierovigonente a un tratamiento de
desparafinizacion automatizado (Dako) y posteriotaese les aplicaron 42 de
sonda cubriendo completamente la preparacion. saatieralizacion conjunta de los
cromosomas con la sonda se realizo directamenteeparato de hibridacion de
Dako a 80°C durante 10 minutos, que posteriormsmnt@antuvo a 37°C durante 48
horas en condiciones de humedad constante y pilotelgi la luz. Los lavados post-
hibridatorios y el revelado fluorescente se reatizade modo similar al que se
describié previamente. Un resumen de los anticsertitizados en la técnica de
FISH se describe en la Tabla 6.
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Tabla 6. Principales anticuerpos utilizados en ktogologia FISH y condiciones de incubacion.
Longitud de onda de excitacion y emision del flepoono conjugado.

ANTICUERPO HUESPED DILUCION DISOLVENTE TIEMPO CO(I\S(US\':\;DO’
aDigFITC Ratén 1:200 4A 60 min (4;)1_—;:20)
StAvidin-TxRed  Rat6n 1:200 4A 60 min (52;'?:30)
aBiotina Conejo 1:100 4A 60 min N/A
aDigoxigenina Ratén 1:100 4A 60 min N/A
DoM TxRed Burro 1:200 4A 45 min (52;'?:;0)
DaRb FITC Burro 1:200 4A 45 min (4gIOT5CZO)
DaM Cy5 Burro 1:200 4A 45 min @ 4?_'270)
MaRNApol Il Ratoén 1:100 4A 60 min N/A
NPMN Ratén 1:100 4A 30 min N/A

1.6  Microdiseccion de cromosomas en interfase

La microdiseccion laser es una tecnologia que persii aislamiento de células
intactas a partir de cortes de parafina o bienotepartimentos de éstas a partir de
extensiones celulares de forma precisa y totalmérte de contaminacién para su
posterior andlisis molecular proteébmico o gendmi€n. nuestro caso particular
utilizamos esta tecnologia para aislar cromosomaes afloptan una distribucion
especial en el nucleo interfasico. Para esto,X@nsiones celulares se hacen sobre
un soporte de vidrio recubierto con una membranamdéerial sintético Foly
ethylene naphtalate PEN), bioquimicamente inerte, que permite el ecoyt
extraccion del material de interés. Las membranahl Rtilizadas en nuestros
experimentos poseen un espesor de 0,17 mm, lo ejudte trabajar con objetivos
63X y 100X. Generalmente las microdisecciones seerhaa partir de cortes
histologicos y el material a extraer es primerametgfiido mediante técnicas
inmunohistoquimicas. En nuestro caso utilizamogpanaciones de linfocitos de
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pacientes con Sindrome de Down que se sometidetiB-hpara la identificacion de
los cromosomas del par 21. El sistema computariZadoL.M. acoplado a un
microscopio permite la delimitacion de la regioniterés y mediante un disparo o
pulso de laser se impulsa la porcion seleccionada #apa de un tubo de
microcentrifuga. Es importante mencionar que erl@e corte posee una longitud

de onda de 337 nm que no produce calor y, ponko tao dafa la muestra.

[1.6.1 FISH sobre membranas PEN

Las condiciones de hibridacion sobre membrana P&Nlisefiaron de manera

especifica para la microdiseccion de cromosomaser2linfocitos humanos de

Sindrome de Down.

-Extendido de metafases en membranas PEN

Previo a la confeccion de los extendidos celuldassmembranas PEN se irradiaron
con luz UV (254 nm) durante 30 minutos y se lavazonsecutivamente con una
serie de etanol 70%, 85% y 100%, y finalmente aBagaa favorecer el extendido de
las células sobre la superficie de los cubreohjetetos se conservan a -20°C.
Posteriormente, se aplicaron dos-tres gotas desleegsion de nucleos fijados con
metanol:acético (3:1) y se dejaron a temperaturbieaite hasta que el fijador se

evaporo y se incubaron a 37°C durante 12 horascpanpletar la desecacion.

-Precipitado de la sonda

La hibridacion se realiz6 sobre linfocitos triséosade la linea celular 4710-176 y
con sondas dirigidas contra el cromosoma 21 (pintadmosomico), preparadas
con 200ng de ADN marcado con digoxigenina de acuerdo alopodo descrito

anteriormente.

-Hibridacion en membrana PEN

El procedimiento de hibridacion en membrana PENesdiz6 de forma conjunta,
que incluyo la aplicacion de 12 ul de sonda saboprdparacion celular, el sellado y
un primer paso de prehibridacion a 37°C durantera.HPosteriormente, se realizd

la desnaturalizacion conjunta de los cromosomadaaonda en el termobloque a
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80°C durante 8 minutos y se incubé nuevamenteelgapacion durante 72 h a 37° C

en camara himeda.

-Lavados posthibridatorios y revelado fluorescente

Se retir6 el cubreobjetos sin dafar la membranasypreparaciones se lavaron
sucesivamente con F50, 1XSSC y 4T a 47° C durami@ios en cada una de estas
soluciones y, por ultimo, con un lavado en 4T aperatura ambiente. Los sitios de
unién inespecifica se bloquearon con 4A durante MBidutos a 37°C vy
posteriormente las preparaciones se lavaron erPdi el revelado se incubd con
una solucién de anticuerpo anti-digoxigenina coaflagcon FITC (1:200) en 4A
durante 60 minutos a 37° C en camara humeda pdotelgi la luz. Finalmente, se

lavd 2 veces en 4T durante 5 minutos.

-Revelado colorimétrico

La microdiseccién de cromosomas se realiza bajerghsion microscépica con luz
transmitida por lo que es necesario hacer un régebolorimétrico, es decir,
mediante un procedimiento inmunocitoquimico dedfas de los cromosomas 21.
El procedimiento enzimatico incluye el uso de uricaerpo frente a FITC
conjugado con peroxidasa y esta reaccion antigeticiarpo se pone de manifiesto
por medio de la incubacion con el sustrato de k@ que causa la formacion del
producto final azul visible en el lugar del antiggaromosoma 21) (Fig. 23A).

Para el revelado colorimétrico se us6 el kit DakaoOISH™, de acuerdo a las
indicaciones del fabricante, que incluyen dos lagaslicesivos de las preparaciones
con TBS 1x/0,05% Tween 20 e incubacién con la s@tudbloqueante de la
peroxidasa enddgena (peroxido de hidrogeno 3%/1%tvapida sodica) durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormentav@enluevamente la preparacion
con TBS 1x/ 0,05% Tween 20 dos veces durante 3tosnge aplicaron 10d de la
solucion de anticuerpo anti-FITC conjugado con yidiasa de rabano (HRP) y se
incubé durante 30 min a temperatura ambiente erdiciones de humedad.
Concluida la incubacién se lavé con TBS 1x/0,05%e&w20 durante 3 minutos y

se cubrié la membrana con la solucion cromogéniaediente preparacion y se
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incubd durante 10 minutos a temperatura ambienté&erara hiumeda. Se eliminc
exceso de solucion cromogénica y se realizarordtssaonsecutivos de 5 min ce
uno con TBS 1x/0,05% Tween 20, $BLx y agua. Las muestras se dejaron secar

por completo a 60°C durante 8nutos

[11.6.2 Microdiseccién deromosomas

Se obtuvieron un total de 14 muestras de micrccion de linfocitos trisomicos en
sendos tubos de microcentrifuga de pl y se conservaron a -20°C. La sefial del
cromosoma 21 se visualizibmo un precipitado az, tanto en los cromosomas
metafasicos como en el nucleo en interfase. Pastedlio se seleccionaron nucls

celulares que exhibian dos cromosomas proxo yuxtapuestos entre si (Fig. 23B).

A Cromadgeno azul
antiFITC-HRP @ €

Precipitado azul

antiDig FITC

HSA 21 Dig

Fig. 23.Representacion esquematica del método de reveldatinoétrico dd cromosoma 21 (HSA21)
(A). Imagen de FISH para etomosoma 21 en azul en el nlcleo interfasico. Aeeeorte sobre |
membrana PEN para catapultado en el tlbanicrocentrifuga (B

El equipo de microdiseccion se encuenen el departamento de Genética,
Antropologia Fisica y Fisiologiammal de la Universidad del Pais Vasco. Consta
de un microscopio Olympus IX71 y un microdisectisdrP.A.L.M. equipado con

el programa Palm®Robo v.3.0. La calibracion detesim se reala con luz
transmitida y el objetivo de inmersidn 100X, estaldndose & unidades de foco y
52 unidades de energia para cortar con este sisPosteriormente, sobre el nacleo
seleccionadoesdelimita el area de interé con el laser se realiza un corte sobre la
linea trazada a cinco pulsos por segundo. Posteite se realiza el catapulo de

la muestra a la tapa de un tubo previamente adad sistema. Las condiciones de
potencia y duracion del pulso del l&ser para el cdtago de la muestra qued

automaticamente estableciddsrealizar el corte. El sister permite visualizar la
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muestra que se recoge en la tapa del tubo pararcbarmue el material es reddo

eficazmente (Fig. 24).

Obj 100x Cortar Obj)].OD-x €atapultar Obj 20x Chekpoint

i : '!-';
e

Fig. 24. Imagen de comprobacién derlcrodiseccion d material catapultado en la tapa de un tubo
de microcentrifuga

1.7 Analisis molecular de los cromosomadiseccionados

La genotipificaciéon de los cromosomiseccionados se realiz6 mediante la
determinacion de polimorfismos de microsatélitesraPel andlisis molecular ¢
producto de la microdiseccion des cromosomas fue necesario realizar una

amplificacién del material genético total mediaR@ER

[1.7.1 Amplificacion del genomaatnpletc

La amplificacién delgenoma completo a partir del par cromoséndiseccionado
se realiz6 usando GenomePlex® Single Cell Wholeo®enAmplification Kit
(WGA4 SigmaAldrich), siguiendo las instrucciones del fabriganE fundamento
de la tecnologia utilizada por el kit se divide tegs pasc. En primer lugar, la
fragmentacion aleatoria del ADN, a continuaciénpteparacion deuna libreria

universal OmniPlex® y finalmente la amplificacideggnerada del ADI

- Lisis y fragmentacion de kaicrodiseccion de cromosomas de célula

La muestra de microdiseccion contenida en la tagbautho se centrifugd a 12.C
rpm durante 1@ninutos y posteriormente se afiadier ul de agua en la tapa y se
centrifugd nuevamente a 12.000m £ minutos. Se afiadié jil de solucion de
fragmentacion recientemente preparada ul de solucion de lisis y 2l de
proteinasa K) y se incub6 a 50°C durar hora y a 99°C durante 4 minutos para la
fragmentacion aleatoria del ADN. Finalmentemezcla se centrifug6é a 12.000 rpm

durante 5 minutos ge conservo en bafio hielo hasta su procesamiento.
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- Preparacion de la libreria

La preparacion de la libreria se realiz6 mediaateohversion de los fragmentos de
ADN de pequefio tamafio resultantes del paso antemianoléculas amplificables

mediante PCR. Para esto se unieron cebadores sale®ra los fragmentos de
acuerdo al protocolo descrito por los fabricant&nyn volumen final de reaccion
de 14ul.

- Amplificacion

La libreria Omniplex® de amplificacion universalngeada de esta manera se
sometié a amplificacion. Sobre los iMdde reaccion se afadieron 7J5de solucion
de mezcla de amplificacibn comercial, 4856de agua y pl de enzima ADN
polimerasa. Las condiciones de la reaccion comsistien una desnaturalizacion
inicial del ADN a 95°C durante 3 minutos y postariente 25 ciclos en el que cada
uno incluyé un paso de desnaturalizacion a 94°@nder30 segundos, la union de
los cebadores y la elongacion de la cadena de Adijiotamente a 65°C durante 5
minutos. La calidad del producto de amplificaci@h genoma completo se controld
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1EHYADN forma un chorreado
caracteristico en la zona que corresponde a Iggnéatos de 100 a 500 bp. El
producto de la reaccion se almacend a -20°C y ausejuecomienda la purificacion
mediante columnas, en nuestro caso el materialséedirectamente porque se

encontraron similares resultados con material jgadb y no purificado.

[11.7.2 PCR especifica de microsatélites

Los microsatélites son marcadores genéticos deeseiaucorta que se repiten en
tandem en numero variable (STEShort Tandem Repg@atLas unidades de
repeticion pueden ser mono-, di-, tri-, 0 tetraeatilicas. La complejidad de los
microsatélites estd definida por el tipo de repaties. Son secuencias abundantes
en los genomas eucariontes y potencialmente pdicaérdebido al mecanismo
mutacional conocido como deslizamiento de una hdbrante la replicacion del
ADN.
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La identificacion de los alelos se determina pom@inero de repeticiones del
microsatélite. En genomas diploides (2n) se encaer& regiones microsatélites, un
locus para cada cromosoma homoélogo. Si los miclieest son del mismo tamario,
se considera homocigoto para ese locus, si en oalobi microsatélites son de
tamafno diferente, es heterocigoto para ese locasa Rl andlisis de los
microsatélites se utiliza cominmente PCR con ceakadespecificos para la
secuencia flanqueante del microsatélite. El pradub¢ PCR tiene diferentes
tamanos, dependiendo del nUmero de repeticionksudédad repetitiva, que es una
caracteristica de cada individuo (genotipo).

Se seleccionaron cinco microsatélites altamentenpdicos que mapean sobre el
cromosoma 21: D21S270, microsatélite formado podietcledtido CA y que
mapea en 21922 (locus del gBbiYRK1A; D21S11, D21S1270, D21S1411 (locus
del gen PDE9A; D21S1435 (locus del ge©YYR]). Estos cuatro ultimos
marcadores son comunmente utilizados para la fa=wiion del origen parental del
cromosoma extra en un andlisis de diagnostico takfidann y cols., 2004) y la
unidad de repeticion estd formada por 4 nucleétidmsbinados de modo complejo
(D21S11, (TCTA)n+ (TCTG)n; D21S1270 (TAGA)n; D21314 (GGAT)n+
(GATA)N); D21S1435 (TATC)n). La secuencia de lokadores se describe en la
Tabla 7.

Tabla 7. Microsatélites analizados, secuencia decédadores empleados y tamafio estimado de los
microsatélites.

MICROSATELITE CEBADORES 5—3" TAMARNO

D21S11 TTTCTCAGTCTCCATAAATATGTG 225-280 pb
GATGTTGTATTAGTCAATGTTCTC

D21S1270 CTATCCCACTGTATTATTCAGGGC 285-340 pb

TGAGTCTCCAGGTTGCAGGTGACA

D21S1411 ATAGGTAGATACATAAATATGATGA 256-340 pb
TATTAATGTGTGTCCTTCCAGGC

D21S1435 CCCTCTCAATTGTTTGTCTACC 160-200 pb
ACAAAAGGAAAGCAAGAGATTTCA

D21S270 GAAATGTTTTAATAAATGGTGGTTA 199-223 pb

ACAAAGTTATGGTCAAGGGG
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Se realiz6é una PCR de los microsatélites utilizaddbStart Tag PCR Master Mix
(Metabion) de acuerdo a las instrucciones del ¢abte. La mezcla de reaccion
contenia U de WGA ADN, la concentracion de cebadores set@jado descrito
por Mann y colaboradores en un volumen final dediéa de 1Qul (Mann y cols.,
2004).

Las condiciones de PCR fueron: un primer paso devaa®n de la enzima
polimerasa a 95°C durante 15 minutos, continuadd miclos de desnaturalizacién
a 95°C durante 30 segundos, unidon de cebadoreSCGadilante 30 segundos y
extensién a 72°C durante 30 segundos, y 30 cidstepores de amplificacion que
incluyeron 30 segundos a 95°C, 30 segundos a §73C segundos a 72°C. Al final
se afiadio un ciclo de extension de 72°C duranteif0tos. Los productos de PCR
se conservaron a 4°C hasta el analisis electraforétomo control, se utiliz6 ADN
gendmico de linfocitos trisémicos y el mismo matkpreviamente amplificado con
la tecnologia WGA.

La electroforesis del producto de amplificaciongehde agarosa al 1,5% carece de
sensibilidad para identificar los fragmentos oliesj por lo tanto, el analisis se
realiz6 mediante electroforesis capilar en un kabaador computarizado
(Bioanalyzer 210Pequipado con el kit DNA10ORAgilent Technologyde acuerdo
al protocolo establecido por el fabricante. Brevetme 1l ul de producto de cada
PCR se mezcla con @ de marcador fluorescente de ADN en los pocilles d
dispositivo. El sistema automéaticamente realizaléatroforesis capilar y mediante
el programa 2100Expert (Agilent Technology) del emvador acoplado al
bioanalizador se pueden recoger los datos de laaoin. Los resultados se
presentan como un electroforegrama en cuyo ejerdienadas se representa la
intensidad de la sefal de fluorescencia y en abdeisas las unidades de tiempo de
migracién o el tamafio del fragmento de ADN en paeedases por comparacion

con un control interno.
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[11.8  Western-blot

Previo a la extraccion de proteinas, las prepamnasise lavaron con PBS™%"y

las células se despegaron del soporte de cultivd@meamente en presencia de 200
ul de tampdn de lisis (Cell signalling), que inclirihibidores de proteasas. El lisado
celular se sometié a centrifugacién a 12.000 rpmamte 15 minutos a 4°C y se

determind la concentracidén de proteina total médiaspectrofotometria a 560 nm

utilizando el kit BCA (ThermoSCIENTIFIC).

-SDS PAGE

Se realizaron electroforesis de concentracién yseparaciéon en las que las
caracteristicas del gel de poliacrilamida dependiedel peso molecular de las
proteinas de interés. En la Tabla 8 se detallamdastivos y las concentraciones
utilizadas en la preparacion de los geles de umeeraaggeneral. Consistentemente se
cargaron 50 pg de proteinas totales disueltas eéanyoon de carga que contigie
mercaptoetanol y SDS, previamente desnaturalizadascalentamiento a 99°C
durante 10 minutos. Las electroforesis se realizarola cubeta de migraciéon Bio-
Rad MiniProtean3 con solucion tampoén Tris Glici2SSL0% (Biorad) a un voltaje
continuo de 120 V. Para la identificacion de lagtginas, en todos los experimentos

se migré un marcador de peso molecular conocido.

-Transferencia de las proteinas (Western blot).

Las proteinas separadas en gel de poliacrilamideassfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Protran, Whatman) en un aparataafesterencia semiseca Bio-Rad
durante 1 hora programado a 15 V y utilizando whacgn tampon de transferencia
Tris Glycina 10%/Metanol 20% .
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Tabla 8. Reactivos utilizados en la preparaciérodeeles de concentracion y de separacion para SDS-
PAGE.

GEL DE CONCENTRACION

Volumen Reactivo Concentracion
0,83 ml Acrilamida 30% 5%
25 ml Solucién Tampon de 0,125 M Tris pH: 6,8
' concentracion 2x 0,1% SDS
1,6 ml Agua
Persulfato aménico 10%
0,
50l (APS) 0,01%
10pl TEMED 0,002%
GEL DE SEPARACION
3,3 ml Acrilamida 30% 10%
5 ml Solucién Tampon de 0,125 M Tris pH: 6,8
separacion 2x 0,1% SDS
1,6 ml Agua
Persulfato aménico 10%
0,
0,15 ml (APS) 0,03%
15ul TEMED 0,003%

-Inmunodeteccién de proteinas

En todos los casos, previo a la deteccién de leeim® de interés, se bloquearon los
sitios potenciales de unién inespecifica de loscamtpos primarios mediante la
incubacion de las membranas con una solucion 5%afe desnatada o BSA en
TBST 1x (20 mM TrisHCI/500 mM NacCl/0,05% Tween 2)rante 1 hora con
agitacion suave y continua. Posteriormente se incon la solucion del anticuerpo
primario correspondiente de acuerdo a las instones del fabricante durante 1 hora
con agitacion. Los anticuerpos utilizados fueron DSIFL-154 (Santacruz
Biotechnology) dilucién 1:1000 en leche 5% TBST D¥,RK1A (Cell Signalling)
dilucién 1:1000 en BSA 5% TBST 1x y GADPH como cohtle carga (Chemicon)
dilucion 1:1000 en leche 5% TBST 1x. Posteriormesete@ealizaron tres lavados de
10 minutos con solucién TBST 1x y se incubdé conasticuerpo secundario
conjugado con HRP correspondiente, contra conepp $@D1 y DYRK1A y contra
ratén para revelar GADPH a una diluciéon 1:5000@uncs6n de bloqueo durante 45

minutos con agitacion.



MATERIALES Y METODOS

-Revelado

Las membranas se lavaron con TBST 1x y se revelaoorguimioluminiscencia
utilizando un kit comercial ECL-Plus (Amershan Rhacia Biotech). La
identificacién de las bandas correspondientes gratinas de interés se realizo
segun el peso molecular de DYRK1A (90 kDa), SOD3 kPa) y GADPH (38
kDa). Eventualmente, se ensayaron distintas padeén una misma membrana
previa remocién de anticuerpos con solucién dedawamercial e incubacién con
el nuevo anticuerpo de interés. El resumen deriogipales anticuerpos utilizados
y las condiciones se detallan en la Tabla 9.

Tabla 9. Anticuerpos utilizados en la deteccionlate proteinas y condiciones de Western-blot (H:
humano, R: ratén).

ANTICUERPO ORIGEN ANTIGENO DILUCION DISOLVENTE

Cu/zn SOD1 Conejo H, R 1:1000 Leche 5% TBST
DYRK1A Conejo H, R 1:1000 BSA 5% TBST
GADPH Ratén H, R 1:5000 Leche 5% TBST
HRP-Conejo Cabra Conejo 1:5000 Leche 5% TBST
HRP-Ratén Cabra Ratén 1:5000 Leche 5% TBST
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1.9 PCR cuantitativa

La PCR a tiempo real o PCR cuantitativa es unaaeigm de la PCR estandar
utilizada para la cuantificacion del ARN mensajémARN) de una muestra.
Utilizando cebadores especificos de secuenciaosible determinar la cantidad

relativa de una determinada secuencia de ARN.

-Extraccion de ARN

La extraccién de ARN total se realizé a partir d#iwos celulares empleando el kit
comercial E.Z.N.A" MicroElute™ Total RNA (OMEGA bio-tek), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los cultivos celudase lavaron brevemente con PBS
caz+ Mazty, se realizd la extraccion inmediatamente por digacion mecanica con
350 pl de tampdén de lisis TRK3-mercaptoetanol en bafio en condiciones de
esterilidad. Sobre el lisado celular se afadieB&fhuBde etanol 70% en agua tratada
con DEPC, se mezclé por agitacion en vértex y seiid en hielo durante 5
minutos. El ARN se separé mediante centrifugacidc@umnas MicroElutd". El
material total se recargd en las columnas y seiftegd a 12.000 rpm durante 45
segundos. A continuacion se realizaron dos lavades la columna por
centrifugacion a 12.000 rpm durante 45 s con @5@8e solucion de lavado. Los
restos de ADN presentes en la muestra se elimirm@oincubacion de la columna
con 75 pl de solucion de ADNasa (2Qul)/a temperatura ambiente durante 15 min.
Posteriormente, y sin centrifugar, se aplicaron pl0@e solucion de lavado y se
centrifugd a 12.000rpm durante 1 minuto. Finalmerge ARN se eluy6d por
centrifugacién directamente sobre un tubo coleat@2.000 rpm durante 1 minuto

con 40ul de agua. Se determind la concentracion de AR&lgosiservo a -20°C.

-Retrotranscripcion

La obtencion del cADN correspondiente al ARN extoatlel cultivo celular se
realiz6 con el kit comercial gScript cDNA SuperM{Quanta Biosciences),
mezclando en un tubo de microcentrifugaud de ARN, 4ul de la solucion
comercial y agua hasta un volumen final de @0 El procedimiento de

retrotranscipcién se llevdé a cabo en un termocilaBioRad programado de la
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siguiente manera: incubacion a 25°C durante 5 wsnsgtguido de una incubacion a
42°C durante 30 minutos y finalmente a 85°C dur&ntainutos. Se determind la
concentracién final de cADN obtenido (50 pyfy las muestras se almacenaron en

un congelador a -80°C.

-PCR cuantitativa

Para cuantificar el nivel de expresién de ARN salizé PCR a tiempo real
utilizando el kit SYBR Green ® quantitative PCR (Aipd Biosystems) que incluye
Sybr Greerindicadora del proceso de amplificacion. La re@tde realizé a partir
de 50 ngil de cADN (1ul de muestra), 0,aM de los cebadores correspondientes,
12,5 yl del tampdn de reaccion y agua hasta un volumeal file 25ul. Las
secuencias de los cebadores y las caracteristicés ibaccion para cada uno de
ellos se describen en la Tabla 10. La reaccioresé b cabo en un termociclador
BioRad bajo las siguientes condiciones: un pringsopde activacion de la enzima
polimerasa a 95°C durante 15 minutos, continuad@paiclos en el que cada uno
incluyé desnaturalizacion a 95°C durante 30 segsindnion de cebadores a la
temperatura especifica durante 30 segundos y @ueas72°C durante 1 minuto.

Finalmente se afiade un ciclo que muestra el produnaplificado.

-Analisis de los datos

Los datos se analizaron con el programa de BioRadgbo por los fabricantes del

termociclador, que detecta la cantidad de fluoresaeproducida en cada ciclo de
PCR y lo representa graficamente respecto al numeraiclos. La cantidad de
fragmentos de amplificacion producidos es propoai@l nimero de moléculas de
ARN inicial, de forma que en aquellas muestras m@yor expresion del gen la
amplificacion fluorescente aparecera en ciclosramts (menor Ct). La medida de
la expresion génica por medio de RT-PCR es unatificanion relativa, en la que

se compara entre las diferentes muestras la egprel gen objeto de estudio
respecto a la expresion de un gen constitutivorquearia en las condiciones del
experimento (control enddgeno). Es lo que se dampmdmo normalizacion de la

expresion. Los célculos necesarios se realizaronet@rograma Microsoft Excel
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mediante el calculo d&ACt. Para cada gen se obtuvo un valor de Ct (citibral)
que se define como el ciclo en el que el fragmantplificado emite una sefal de
fluorescencia sobre el umbral establecido. El vd®Ct de la muestra corresponde
con la media de los duplicados del experimeniot). Dicho valor se hace relativo
al valor de Ct del gen de referencia interno o rebr@ndégenoACt; Ct (gen - Ct
(housekeeping genpePara el estudio en ratdn se selecci@aiph como gen de
referencia de control interno entre lineas celslaRara el estudio en humanos se
utilizé6 ARP/36B4 A continuacion se normaliza la expresion de cadar deACt
respecto del promedio obtenido en el ensayo pdestias muestras. Asi se elimina
la variacion entre las muestras debido a la PGRC; (ACt) problema - ACt)
promedio de todas). Finalmente se realiza la ceimerde fluorescencia que
elimina el logaritmo equivalente a la eficienciaaateplificacion (2**).

Tabla 10. Secuencia de los cebadores para la PCRitatie@ en humanos y en raton. Condiciones
segun referencia. TA, temperatura de anillado adabion.

GEN CEBADOR 5" -3’ TA REFERENCIA

Raton

Socsl ¥£%iﬁg%g%%%%ﬁ%ﬁ%&chGTG 65°C Krejci y cols., 2009

Sod1 %ég;ggﬁ?ﬁﬁ%iggﬁ: 60-50°C  Reymond y cols., 2002

Dscr3 ;g%;%ﬁgiigg?gmﬁé; 60-50°C Reymond y cols., 2002

Dyrkla 12?2;%5—?:;?2?21—?:; 60-50°C Reymond y cols., 2002

GADPH ?’égiégigiggﬁgzgéic 57°C Simpson y cols., 2000

Humano
TCGCCCAATAAACATTCCCTTG

SOD1 AAGTCTGGCAAAATACA 60°C Ait Yahya-Graison y cols., 2007
GGTCATTG

DYRK1A 2;2%31/:\:(? :ggg'lél'%%ﬁrgTGGT 60°C Ait Yahya-Graison y cols., 2007

ARP/36B4 iféfggfgc":fngcc"ﬁrcGTAc 53°C  Simpson y cols., 2000
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[11.10 Adquisicién y andlisis de imagenes

Los experimentos de FISH sobre metafases se obseriEjo un microscopio
Olympus BX61 de fluorescencia, equipado con unaacadtandard CCD yun
interferdmetro para la adquisicion de imagenes dwiotipado espectral.
Adicionalmente, el microscopio esta acoplado a wtemador equipado con el
programa Cell para la adquisicion y el andlisis de imagenes. parsimetros de
adquisicidn se establecieron previamente y se mintun idénticos para todas las
muestras analizadas en imagenes de formato jp3dex 1038 pixeles de tamario,
en tres canales (rojo, verde y azgh) y de 8 bits por canal.

Para el estudio de la organizacion del genomaterfase se adquirieron imagenes
de FISH del cromosoma 21 en linfocitos normalesafgtitos trisémicos fijados con
metanol acético. El analisis de las imagenes digitae realizé con el programa
Volocity® de Improvision que permite definir en @athagen objetos de interés de
manera automatica y simultdneamente medir la iitedgotal de los pixeles que
componen la sefial. En cada célula se realizo lsi@sde los canales azul y verde y
se determiné el tamafio del nacleo mediante lasidad de fluorescencia de DAPI
y la seleccién de territorios cromosomicos medidatmtensidad de fluorescencia
de FITC. Se obtuvo el area del nacleo erf,dmque permiti6 calcular el radio de
un modo tedrico con la formula S y las coordenadas del centro de masas de los

territorios cromosémicos, para el calculo de ldadiisia relativa entre cromosomas,

dag=" (XB'XA)2 + (YB'YA)2

-Imagenes tridimensionales

Con el objeto de analizar la organizacién del gen@n el espacio nuclear en
interfase, se adquirieron imagenes en un microscopnfocal Leica TCS2. Estas

consistieron en series de imagenes individualesl@ex 512 pixeles cada 200 nm
que cubrieron la totalidad del espesor de nucl&d (tm). Las imagenes resultantes
con informacién en los canales rojo, azul y vendm)(fueron analizadas con el

programa Volocity®.

Se definieron regiones de interés en el canal gzelcorrespondian a los nicleos

teflidos con DAPI mediante la determinacion arbdrael valor de intensidad del
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voxel en 50. Subsiguientemente se realizd la migpeaacion en los canales verde y
rojo, es decir objetos que corresponden a las eeitalrespondientes y los objetos
asi determinados se asociaron a sus respectivogoslicPosteriormente, se
obtuvieron automaticamente el nimero de objetds/glemen, las coordenadas del
centro de masas de cada sefial y la intensidadial@$lcencia recogida en la region
de interés.

En los experimentos de organizacion espacial dedrga, el procesado de los datos
crudos se realiz6 en Excel para el analisis deotacin radial, la distancia entre
alelos y la distancia entre genes. Se determirgb&icion radial de los elementos
manualmente mediante la medida de la distancixel@ro del nacleo a la sefal
genética y a la periferia mas proxima en lineaareet los planos x-y-z. De este
modo, se obtuvo la posicion de la sefial en el nleteinterfase respecto del radio
para cada célula. El célculo de la distancia edt® centros de masa/genes se
determiné mediante la ecuacion:stE V (Xg-Xa)? + (Ye-Ya)? + (Zs-za) 2denominada
también distancia cuadratica (Fig. 25).

Periferia

Posicion radial Distancia entre genes Distancia entre alelos

Fig. 25. Representacion esquematica para la obtem®dla posicion radial y la posicion relativa
tridimensional entre genes y entre alelos.

La determinacion del coeficiente de colocalizacémtre las sefaleSOD1y
DYRK1Ase realizé mediante el disefio de un protocolocipe en el programa
Volocity® que cuantifica la fluorescencia de lonai@s rojo y verde en un mismo
voxel. En los experimentos de inmuno-FISH en liftec humanos normales vy
trisébmicos las iméagenes fueron analizadas pargdogsSOD1y DYRK1Ajunto
con el valor de ARN pol Il. La adquisicién de lasaigenes en el microscopio
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confocal se realizé conservando los parametrostigdénentre las células. Las
imagenes resultantes contenian informacion de @weaimales de fluorescencia. Se
utilizé el protocolo descrito anteriormente paréirdeel nlcleo contracoloreado con
DAPI y las sefiales genéticas comprendidas en srdnen los colores rojo y verde
respectivamente. La expresion d&8RN pol Il se cuantificO mediante la
determinacion arbitraria del valor de intensidad/oeel en 50 para el canal celeste.
De este modo, se obtuvo el volumen ocupado de AStNI pn el ntcleo emm® y

la intensidad promedio de la sefial. En los g8@B1ly DYRK1Ase determiné la
expresion “in situ” de manera indirecta mediantgatbr de intensidad de ARN pol

Il contenido en el locus especifico.

[11.11 Anélisis estadistico

Los datos obtenidos de nuestros experimentos sieaanpa empleando el programa
Statistica 9.0 y el programa SPSS. Se considerdl@l de p < 0,05 como indicativo
de la existencia de diferencias estadisticamenmgpeifisiativas entre las muestras
analizadas, lo que en las gréaficas se indico coasterisco (*). Se consideraron las
diferencias altamente significativas cuando el whle p < 0,01, lo que se indico en
las gréficas con un doble asterisco (**). Los vasode p > 0,05 se consideraron no
significativamente diferentes. En los casos con wm@mero elevado de
comparaciones empleamos el criterio de Benjamirdkiberg para corregir el nivel
de significancia estadistica.

La comparacién de dos muestras independientesatizérenediante la prueba t-
Student de dos colas sin igualdad de varianzaggstkquivalente no paramétrico
de Wilcoxon Mann Whitney. Por otro lado, emplearabANOVA de un factor que
permite extender el estudio de tres 0 mas mueisiapendientes. En los casos en
los que el resultado del ANOVA fue significative, aplicé el ajuste de Bonferroni,
realizando comparaciones dos a dos entre los ditssegrupos del ANOVA gque
ajusta el valor p/nimero de comparaciones. Se coofearon diagramas de colores
que indicaban los resultados de la comparaciomlisttza de manera visual, para el

andlisis de la distribucion radial y la distancidgre genes. En éstos el color rojo
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equivale a diferencias significativas y altamerigmificativas (p< 0,05, p< 0,01),
mientras que los colores verde y azul representeatmres de p> 0,05y p> 0,1,
respectivamente.

Utilizamos el coeficiente de correlacion de Pearngsehequivalente de Kendall Tau
para determinar la relacion existente entre dosbias distintas. El analisis de
colocalizacién entre genes respecto de la distamitlanensional se representd
mediante un diagrama de dispersion, junto conlel e coeficiente de correlacion
y el valor dep. Para determinar la tendencia especifica de agogiade los
cromosomas Y los genes se emplearon andlisis ddamén y los datos obtenidos
experimentalmente se compararon con los valoreicésogenerados mediante el
modelado matematico de Monte Carlo, que permitiérd@nar que la formacion de

pares de cromosomas era aleataki@a € 0) o especificaAC # 0).
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IV.1 Tamafio del nacleo

La informacion genética se encuentra codificadaeenADN. Esta molécula
informativa no estd desnuda, sino que esta asocigut@teinas basicas llamadas
histonas y a otras de naturaleza diversa, formdadoromatina (Luger y cols.,
1997). Dada la extension del genoma de las céklasariotas y el tamafio del
ndcleo que lo contiene se deduce que la cromatiatze dsufrir importantes
plegamientos con el fin de caber dentro del nlctdolar. No obstante el alto grado
de compactacion de la cromatina, el volumen delealcelular dependera de la
cantidad de material genético que porte la céldlan el objeto de investigar la
organizacién de los genomas con alteraciones efineéro de cromosomas, primero
determinamos el volumen y el radio nuclear de a8luton ganancias de
cromosomas aislados (trisébmicas) y con gananciamuplementos completos de

cromosomas (poliploides).

IV.1.1 Ceélulas trisbmicas

El genoma humano consiste en 23 pares de cromos&mn8idrome de Down es
la condicién humana asociada a una alteraciéon noméle los cromosomas,
trisomia del par 21. Con el objeto de estudiar cafecta la presencia de una copia
extra del cromosoma 21 en el tamafio nuclear sendeteel area, el volumen vy el
radio de linfocitos trisémicos de la linea celdd@l0-176 establecida a partir de un
paciente con Sindrome de Down y de linfocitos néemglinea GM 03714),

empleada como control.

-Area y radio tedrico del nucleo

En un primer andlisis se determiné el tamafio delendfijado con metanol acético,
es decir una medicion en dos dimensiones. Se araiiZ34 nucleos en interfase
normales y 58 nucleos trisémicos. Mediante el @ogr Volocity® para cada célula
se realizo la escision del canal azul y se determirirea del ntcleo en fno que
permitié calcular el radio de un modo teérico carfdrmula S =rr®. El area del
ndcleo de los linfocitos normales fue de 66,59 ynel radio promedio calculado

fue de 4,58 um. En los linfocitos trisémicos lodovas obtenidos del tamafio
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nuclear resultaron similares, siendo el area 6Qm& y el radio 4,37 pm
respectivamente (Fig. 26A). Se aplicé la pruebdautiént de dos muestras con
valores de significancia estadistica de @,05. El analisis revel6 que la ganancia de
un cromosoma en el genoma no indujo cambios sigiifios en el tamafio del

nacleo (area, p = 0,07; radio, p = 0,06).

-Volumen del nucleo

El protocolo de fijacion de las células, que inelugaraformaldehido, permite
preservar la estructura tridimensional del nucleb.volumen fue directamente
estimado por computacion a partir del canal comedjgnte al contracoloreado con
DAPI de las imagenes de 59 nucleos de linfocitosmates y 52 de linfocitos
portadores de trisomia 21. Este analisis mostréegiuelumen promedio del nlcleo
en los linfocitos normales era de 14&°, mientras que el de los linfocitos con
trisomia 21 era de 13dm°. Se determiné mediante la prueba estadisticadeStu
que estas diferencias no eran significativas (p08)0Q por lo que se puede concluir
gue la presencia de un cromosoma extra no inducgcianes en el volumen de los

nucleos de los linfocitos humanos (Fig. 26B).

-Radio del nucleo tridimensional

La determinacion del radio nuclear se realiz6 de dwdos:1) directamente
extraido de manera computacional como el promealia distancia lineal del centro
del nucleo a puntos de la periferia tomados aleetente en 3 dimensiones (R-3D)
y 2) mediante la formula correspondiente, consideraidaicleo como una esfera
(R-tedrico, v = 4/3r°). El radio nuclear promedio (R-3D) de los linfositnormales
fue de 3,31um y el R-tedrico calculado de 3,an. El andlisis estadistico mediante
t-Student mostr6 que habia diferencia significaéiaere estas dos estimaciones (p =
0,01), pero pensamos que podria deberse a quédteos celulares no son esferas
perfectas o bien que el proceso de hibridacion puitloducir distorsiones leves en
la morfologia, ya que dichas diferencias no se mbsen en los linfocitos
trisbmicos. De hecho, en los linfocitos trisémices R-3D y el R-tedrico
coincidieron en 3,18m (p = 0,99) (Fig. 26B).
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Fig. 26. Analisis en dos dimensiones del arehradio nuclear (A). Reconstruccién tridimensional del
ndcleo. Volumen y radio nuclear mediante el caldefirico (F-T) y la cuantificacién directa (R-3D)
(B).

Interesante destacar querhedida del radio nuclear resulto difereen el analisis
en dos dimensiones (2Dkalizado sobre preparaciones celu que han sufrido un
proceso de deshidratacion con metanol acido a, y el andlisis tridimensional
(3D) de célulagjue preservan la morfologia nucl y el volumen. Los resultados

indican que el método de fijacion celular influyeat tamarfidel nacleo.

IV.1.2 Células poliploides

Para realizar este estudio se utilizaron cuatemsBrcelulres derivadas de raton: G7
(diploide), NIH3T3 (triplode).B4 y P16 (tetraploides). Se eligié trabajar cotas
lineas celulares para evitar trabajar con lineksares tumorales humanas que e
mayoria de los casos presentan alta inestabilidadazdémica, es decir pérdidas y
ganancias constantes de cromosomas. El genomade aensta de 20 pares
cromosomas Yy el analisis citogenético regular deddulas reveldé que G7 posee
complemento cromosémico estable de 40 cromosomag;élulas NIH3T tienen
66 cromosomas, LB478 cromosomas y P, 82 cromosomas. Ademas, se

realizaron similares estudios en neuronas coradderaton (diploics).
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-Volumen del nucleo
El volumen del ndcleo se obtuvo mediante la suriattirecta de voxel a partir
la imagen correspondiente de contracoloreado conl DA-3D), que se realiz6 en
330 ndcleos de neuronas, 112 nucleos de fibrokla&d y 100 nucleos (¢
fibroblastos NIH3T3De estos datos se obtuvo gil volumen promedio del nicleo
de una neurona era de 3@, mientras que el de un fibroblasto lera de 317
um®. Los vélumenes de los nicleos de ambos tipos cekildiploides, las neuron
y los fibroblastos G7, no presentaron diference&adisticamente significativas (f
0,11). Por otro lado, el voluen promedio de los nucleos de las células NIHfue
de 645um’, lo que result&ignificativamente mayor que el ndcleo ds neuronas y
de los fibroblastos G7 (p 6,00 para ambos) (F 27). Habiendo determinado que el
nicleo de una célula diploide tiena volumenpromedio aproximado de 330n°,
cabria esperar que el volumen del ndcleo de umndadgiploide aumelase de forma
proporcionales decir, que fuese alredede 450um®. Sin embargo, los resultados
indican que no existe una relacion direcntre el volumen del nucleo y el nivel de
ploidia.

900

600

300

Volumen (um3)

NEU G7 NIH3T3

Fig. 27. Volumen dehdcleo en interfase de células con diferente rdeeploidic neuronas (NEU),
fibroblastosG7 y NIH3T3. Los asteriscos indican diferenciaaraknte significativas entre las cés

con genoma diploide y triploide.

-Radio del nucleo

La determinacion del radio nuclear se realizd6 denisma manera que palos
linfocitos humanos (R-3D y Rebrico). Este analisis resultd en valores proméd
R-3D de 5,15um, 4,85um y 7,70um paralas células neuronales, los fibroblastos
G7 y los NIH3T3, respectivamenteo4 F-Tedricos fueron de 4,38m, 4,20um y

5,31 um, respectivamenteSe aplicola t-Student de muestras pareadas para
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comparar los valores determinad@snputacionalmente con los calculados y er
tres tipos celulares el R-3D fignificativamente mayor que el radio teorico (
28A). Esta discordancipodria debersa que la morfologia del ndcleo no se ajusta
completamente a la de una esfera, tabmo representa el calculo del radio tedrico.
Estos resultados revelan que titerminacones directas a partir de las imagenes
microscopicas del calculo del radio observado sistin en mayor grado a los
valores reales para cada tipo celular.

Consideranddos valores obtenidos directamente o los calculagglscamos el te:
estadistico ANOVA de factor para comparar el radio entre los tres tigalares
con ajuste de Bonferroni y valores de& 9,05. Se obtuvieron diferencias altamente
significativas en el radio de lasuronascon respecto al de los fibroblastos G7 y
NIH3T3 (R-Tedrico, F(2, 542) 316,17, | = 0,000) (R-3D, F(2, 542) = 340,76, p =
0,000) (Fig. 28B. El radio del nucleo dlas neuronas y los fibroblastos G7, ambas
células diploides, re#td significativamente diferente entri, a pesar de que poseen

volimenes similares.
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Fig. 28. Tamafio del nucleo de neurofid&U), fibroblastos G7 y NIH3T3 de ratén. Radio nuclear
tridimensional (R-3D) y calculado (Redrico) (A). Las comparaciones estadisticamemyeifiiativas
se representan en el diagrama de color rojo, naigigjuelos valores de p > 0,1 se expresan en azul (B).

Anteriormente se mencion0 un aumento significatieb vlumen en las célul:
triploides NIH3T3. La medida del radio también gseincrementada a consecuer
del aumento en la ploidia. Nibstante, nise observo una relacion proporcional del

radio del nuato entre los diferentes tipos celula
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-Correlacion entre el nivel de ploidia y el tamabrdiclec

Debido a estos resultados, extendimos el estudita delacion entre el nivel ¢
ploidia con el tamafo del nicleo. Para ello seroéte el radio nuear (R-Tedrico)
en células de las lineas G7 (diploide), NIH3T3plbide), P16 (tetraploide) y LB
(tetraploide) utilizadas en otros estudios y queneteron a FISH doble para |
cromosomas 5-6 y 156. Los valores dilos radios determinados para cada tipo
celular se compararon estadisticamente mediantéestl de Wilcoxo-Mann-
Whitney, empleando el criterio de Benjar-Hochberg para corregir el nivel de
significancia que asume valores significativos d< 0,035. Los valores de p se
usaron para consiruun diagrama de colores en el que el color rogca que |
diferencia entre los valores comparados es estmifgtnte significativa. En
figura 29 se puede apreciar que el valor promeeioradio del nucleo en est
células oscila entre 4,5y 6,1 um.

A =5-6 =15-16 B 5.6 NH3T3 Pl6 B4
67

NIH3T3

z P16

15-16 NIH3T3 P16 LB4
G7
NIH3T3
P16

Radio (um)

G7 P16 L

ve)
B

p<0,035 p>0,1

Fig. 29. Radio promedio del nucleo en células con diferaivel de ploidia (G7, diploide; NIH3T
triploide; P16 y LB4, tetraploide) (A). El diagrama dolor representa los valores p obtenido el
comparaciones estadisticas entre dos tipos cedulBj

Como cabia esperar el estudio revelé que el tamafinlclecera estadisticamente
diferente ent las lineas celulares con diferente nivel dedfd, excepto para las
células de las lineas P16 y LB4, ambas tetraploldesdiferencias en el tamafio
ndcleo detectadas entre los dos tipos de experimertlizados con la linea F

estuvieron enldimite de significancia y podrian deberse a doass intrinsecas ¢
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los experimentos. No obstante, se puede concluér ejutamafio del nucleo no
mantiene una relacion directa con el nivel de éoid

Finalmente, con el objeto de evaluar especificasingl nUmero de cromosomas y
el tamafio del nacleo son dos variables con tendeneistar relacionadas, se aplicd
el test de correlacion entre dos variables cudintiis dependientes de Kendall's
Tau. Valores de Tau < 0 indican correlacién negatiwalores > 0, correlacion
positiva, que deben ir acompafiados del valor defiigncia estadistica del test. El
estudio reveld que los valores promedio del radimdcleo y el nivel de ploidia del
genoma eran variables independientes (Tau = 0,834p1= 0,64795).

En el grafico se expresa la relacion entre el rddianucleo y el nivel de ploidia de
un modo sencillo. P16 y LB4 tienen un contenidoégjen tetraploide, el doble que
G7 (diploide) y aun asi el radio nuclear teédrico edgas células es similar, de
aproximadamente pm, mientras que el radio de la linea de fibrobkstiploides

NIH3T3 difiere hasta aproximadamentearé (Fig. 30).

5
P16

© 4 $ 3 B4
i)
o3 ¥ NIH3T3
& G7
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4 5 6 7

Radio promedio (um)

Fig. 30. Relacion entre el nivel de ploidia y el &iim del nicleo.

En conclusion, los datos sobre el radio en ladaglooliploides sugieren que otros
factores, ademas del mero contenido gendmico, ocelnipo celular y el estado

transcripcional del mismo, podrian determinar elat&o del nucleo.
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IV.2 Posicién radial de cromosomas y genes

Los cromosomas y genes se distribuyen en el espacilear de forma no aleatoria.
La posicién de éstos en interfase se describe cmmdte segun su proximidad al
centro de masas 0 a la membrana nuclear y a ésa@eaomina distribucién radial.
Con el objeto de estudiar la organizacion espaedbs cromosomas y genes en las
células con ganancias en el numero de copias,atie&ré-ISH con sondas para el
cromosoma 21 humano y para los cromosomas 5, $,18de raton en células de
estas dos especies, como asi también con sondasypaes que mapean en la
DSCR. El analisis de distribucion radial en ratérrealiz6 en cultivos de neuronas
primarias, fibroblastos G7, NIH3T3, LB4 y P16, ni@s que para los genes
humanos se emplearon las lineas GM03714 y 471@3é&m6adas de linfocitos de

una persona normal y con trisomia 21, respectivéanen

IV.2.1 Cromosomas 5, 6, 15y 16 en células denrat6

Se realiz6 el analisis de la distribucion radiallake cromosomas 5, 6, 15y 16 en
células de ratén con diferente nivel de ploidia: (@iploide), NIH3T3 (triploide),
P16 (tetraploide) y LB4 (tetraploide). La posici@D de los cromosomas se
determiné computacionalmente y los resultados peesaron respecto del radio del
mismo nucleo para normalizar los datos debido difasencias intercelulares en el
volumen nuclear. Debido a que los nucleos de lm®llastos son frecuentemente
aplanados, se realiz6 una proyeccion 2D y los dddadistribucion se agruparon en
unidades de distancia XY iguales a 0,2 para obtéeeuencias relativas de la
posicién radial de cada cromosoma.

En primer lugar, analizamos la posicion radial glelpo de cromosomas 5, 6, 15y
16 en el nucleo de cada tipo celular, con el objetaleterminar la distribucién de
los territorios cromosémicos en interfase en GH3NI3, P16 y LB4. Se aplico el
test de Wilcoxon Mann Whitney y el criterio de Bamjni-Hochberg para corregir
el nivel de significancia que asume valores sigativos de p < 0,03 (g 0,05
corresponde con falsos positivos). En el grafice@lamnas se resumen los valores

promedio de posicion radial para cada cromosomastos tipos celulares (Fig.
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31A). Los diagramas de colores muestran la prablabil estadistica asociada

comparar los cromosomas distintos entre ellos pmjas (Fi. 31B).
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Fig. 31.Posicion radial promedio de los territorios crommoa®s 5, 6, 15y 16 en G7, NIH3T3, Pl
LB4 (A). Diagrama de colores asociado al analisiaddstico de la posicién radial entre cromoso

distintos (B).

En G7 los cromosomas 5 y flativamente mayor, se situaron proximos a la

periferia, mientras que los cromosomas 15, de menor tamafio, se encontraron en

un intervalo intermedio en el nlcleo. En el castodecromosomas 5y 6 se obse

gque mantienen una posicidadial similar en el nicleo en el genoma diploide &

su vez también conservaralicha organizacion en células con diferente nile&

ploidia, en las que la posicion radial de estosadosiosomas no cano (p > 0,1).

Esto sugirié una posible tendencialoe cromosomas 5 y 6 de encontrarse proxi

en interfase, lo que ademas se mantoroel aumento en el nimero de coj
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En el caso de los cromosomas 15 y 16 también ss&aoon en una posicion radial
similar en G7, aunque dicha asociacién no se obsemvias células con diferente
nivel de ploidia, excepto en LB4.

Por otro lado, se comparé la frecuencia de distifruradial de cada uno de los
cromosomas entre las células con diferente nivelpldédia. Los gréaficos de
frecuencia relativa y de frecuencia acumulada spoedientes ilustran este
comportamiento (Fig. 32A). En ellos se observa endas células G7 todos los
cromosomas tienen una distribucion preferentemeetgral, mientras que en las
otras lineas celulares se produce un desplazamietia la periferia conforme
aumenta el nivel de ploidia. Ademas, en la lindalae NIH3T3 (triploide) la
posicion adoptada por los cromosomas 6 y 16 esrietdia a la de los cromosomas
5 y 15, mientras que en las células tetraploidespdaicion de todos es
preferentemente hacia la membrana nuclear. Subsigumente se compar6 la
distribucion radial de los cromosomas entre lagrodéneas celulares mediante el
test estadistico de Wilcoxon Mann Whitney y emptieaal criterio de Benjamini-
Hochberg para corregir el nivel de significanci@ @sume valores significativos de
p < 0,03. Con los valores se construy6 un diagraneoliges en el que el color rojo
corresponde a valores de p < 0,03 y el azul a A $¥Hg. 32B).

Este analisis demostré que la distribucién radéalod cromosomas 5, 6, 15y 16 es
estadisticamente diferente en cada tipo celulacemr entre P16 y LB4
(tetraploides) que exhiben un patron de distribucdé los cromosomas 5, 6 y 16
similares.

Los datos sugieren, que la posicion radial de fegnosomas no se conserva en
células con diferente nivel de ploidia, y que lesmosomas se disponen mas

préximos a la periferia del ntcleo conforme auméantaloidia.
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Frecuenciarelativa Frecuenciaacumulada

Chrs NIH3T3
G7

NIH3T3
P16

e 4

Chr6  NIH3T3 P16 LB4
G7

NIH3T3

P16

02

0.1

Chrl5 NIH3T3 P16 LB4
G7
NIH3T3

P16

Chrl6 NIH3T3 P16 LB4
G7
NIH3T3

P16

* * G7 . . P16

<
. . NIH3T3 . LB4 p<0.03 p>0.1

Fig. 32. Frecuencias relativas y acumuladas destelilicion radial de los cromosomas 5, 6, 15 g6
células G7, NIH3T3, P16 y LB4 (A). Diagrama de cekronstruido con los valores de “p” para las
comparaciones estadisticas de distribucion dertmaasomas en los diferentes tipos celulares (B).

Adicionalmente, se realizaron andlisis estadistigiega explorar si existia
correlacion entre la posicion radial de los cromes® y el tamafio promedio del
nucleo. El test de Kendall Tau demostré que laribistion espacial de los
cromosomas no es dependiente del tamafio del n(it&o = -0,0238095; SD =
0,185093; p = 0,897646). Sin embargo, la aplicadémrmismo test para estudiar la

relacion entre la posicion de los cromosomas yielaero de copias de los mismos,
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demostré que existe una correlacion positiva dagevariables comparadas (Tau =
0,676123; SD = 0,185093; p = 0,000259302), lo qukcd que el incremento de la
ploidia parece estar asociado con un cambio eodigipn radial de los cromosomas

y que principalmente se produce una mayor proxichalka envoltura nuclear.

IV.2.2 Distribucion de los gené&ocsl, Sodl, Dscs8Dyrkla

Para estudiar la distribucion espacial de alguneseg en células en estado

poliploide, realizamos 3D-FISH con sondas paragesesSocs] Sodl Dscr3y
Dyrkla en neuronas primarias, fibroblastos diploides Gffbgoblastos triploides
NIH3T3. El genSocslmapea proximo al centrémero en el cromosoma 1éntnais
que Sod1, Dscr3y Dyrkla mapean en raton en la region homéloga a la DSCR
(16gC4). La posicion radial en el nucleo interfasie determiné directamente de las
im&genes confocales utilizando el programa Vol@&itgpmo la distancia entre el
centro nuclear y el centro de masa de la sefalegente, mientras que el radio se
determiné como la distancia de la linea que seglacantro nuclear del punto de la
periferia mas proxima pasando por la sefial fluemsc De este modo, se obtuvo la
posicion de la sefial en el ndcleo en interfase camgorcentaje del radio del
nucleo de cada célula en tres dimensiones.

Se compararon los valores de la posicion radialodecuatro genes que mapean
sobre el cromosoma 16 en cada tipo celular (Fig\).3Bos resultados obtenidos
para las distintos tipos celulares se compararatiante el test estadistico ANOVA
de un factor y ajuste de Bonferroni. Estos sezatitin para confeccionar diagramas
de colores en los que valores de p inferiores & €g0consideraron estadisticamente
significativos y se expresaron en la grafica dercobjo (Fig. 33B). La posicion
radial de los geneSocs] Sodl Dscr3 y Dyrkla resultd similar en el nucleo en
interfase de los fibroblastos G7 (p > 0,05). Sibargo, si se observaron diferencias
estadisticas parByrkla en las neuronas, donde resulté mas préximo alra@ent
(55,7%) queSodl(p = 0,01). Por otro lado, en la linea de fibretda triploide
NIH3T3 la posicion radial de los genes fue masrogtneaDyrkla se encontro
mas proximo a la periferia q@»dly Dscr3(70,7%, 63,2%) (p = 0,014).
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Fig. 33. Posicion radial preferente de los geiSocs] Sodl Dscr3 y Dyrkla en células de raton
diploides vy triploides (A). Diagrama de colores @ado a los valores de significancia estadis
obtenidos (B).

Subsiguientemente, estudiamos la distribucion faiaada gen en el nicleolas
neuronas y de lodibroblastos con diferente nivede ploidia mediante la
representacion de lecuencia acumulada de los datos de posicion Irddidos
genes expresados en porcentaje del radio nucldarrdsma célula (Fii 34A). Se
observo que los genes se encontraron mas cergrelas neuronas (56-61%) que en
los fibroblastos, en los que se trasladaron a una iposintermedia 60-70%). El
ejemplo mas significativo lo constituyDyrkla que en las neuronas se localiza
centralmente, mientras que en lIfibroblastos lo hace significativamente n
proximo a la periferia nuclear. Por otro lado, latrilisicion radial de los gen
parecia similar corl aumento del nivel de ploidia en fibroblastosyGYIH3T3. Se
aplicé el test ANOVA de un factgraracomparar estadisticamente la distribucion
radial delos genes entre las células de raton con difergdntd de ploidia(Socsl
F(2, 489) = 15,478, p = 0,0005dd1 F(2, 477 = 6,3749, p = 0,002)Dscr3 F(2,
467) = 6,3351, p = 0,002)Dyrkla F(2, 511 = 35,334, p = 0,000). Los valores de
significanciaestadistica obtenidos mediante Bonferroni se reptason asociados

un diagrama de colores. Se establecieron comdisanoslos valores de p < 0,05
en colorrojoy p > 0,1 en azul (Fig4B).
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Fig. 34. Distribucion de la frecuencia acumuladdalgosicién radial de los genes en las células de
ratén (A). Diagrama de colores que representa ddares de significancia estadistica obtenidos de la
comparacion entre las lineas celulares (B).

Las comparaciones estadisticas corroboraron lonzdmd@ mediante el estudio de la
frecuencia acumulada. La posicion radial de losegemresultdé significativamente
mas central en neuronas que en fibroblastos GH3BN3 (p = 0,000). A excepcidn
del genSodl que mantiene una posicién radial similar entieroreas y NIH3T3 (p

> 0,1) y en el limite de significancia estadistiespecto de los fibroblastos murinos
G7 (p = 0,05). Para el resto de geSess1, Dscr3 y Dyrklal aumento de la ploidia

entre G7 y NIH3T3 no provoc6 cambios en la posicaitial de los genes (p >0,1).
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IV.2.3 Distribucion de los gené&0OD1y DYRK1Aen células humanas

En el estudio anterior, se usaron fundamentalmeosetipos celulares diferentes,
fibroblastos y células epiteliales. La posicidéniahde los genes en fibroblastos con
diferente nivel de ploidia resulté similar, es degie el aumento de un set completo
de cromosomas no provocd cambios en la posicidalrdd Socs1, SodIDscr3 y
Dyrkla Con el propésito de investigar como el aumentelamimero copias de un
cromosoma individual influia en la organizacionaesal del nucleo, se realizé 3D-
FISH con sondas para los gerg3D1y DYRK1Aen linfocitos humanos normales
(GM03714) y en linfocitos con trisomia 21 (4710-L76a posicién radial se
determiné del modo descrito previamente para ra8m.observé qu&OD1y
DYRK1Apreferentemente ocupaban una posicion radialnmgeia entre el centro y
la periferia del nucleo en linfocitos normalesigdmicos. Para comparar la posicién
relativa de los genes se aplico el test de Stugent0,05; significancia estadistica)
y se encontré que no existian diferencias signifiaa en la posicion d8OD1y
DYRK1A(p = 0,8) en los linfocitos normales. En efectatogdocalizan a una
distancia promedio equivalente a 60,9% y 60,3%raeio del nucleo (Fig. 35A).
Con los datos se construyeron los graficos de émwa acumulada de sefiales
respecto del radio nuclear. En los linfocitos tm#&bs la posicion d®YRK1Ase
conserva en 61,4% del radio nuclear, una difereneséadisticamente no
significativa respecto a los linfocitos normales=(f,98), mientras quBOD1ocupa
una posicion equivalente al 67,86% del radio nuaeaas células con trisomia 21,
siendo este desplazamiento hacia la periferia détlen estadisticamente
significativo (p = 0,027) (Fig. 35B).

Para concluir, parece que la sola presencia decapi adicional deSOD1y
DYRK1Ano determina la posicion radial de los genes, girmotros factores, como
por ejemplo la funcién, podrian influir en la orgaatién espacial de los genomas

trisémicos.

115



RESULTADOS

A 14 SOD1 M DYRK1A
=1 100
o ns *
= = 75
ae] - :
& T kg |
w 50 j— =3
o | —  —
a — f—
| — | —
25 — f—
| — | —
| — | —
0 | — | —
Normal Trisomia 21
B === Normal == Trisomia 21
100 100
DYRK1A
I A
= =5 p= ’
< €0 p=0,027 E 60
5 3
40
g 3
o 20 2 20
[N
0 0
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Radio nuclear Radio nuclear

Fig. 35.Imagen de obtencion de la posicion radial en elenien tres dimensiones y promedio de
genesSOD1y DYRKI1A en loslinfocitos humanos normales los linfocitos con trisomia 21 (A).
Distribucion radial de los genes y comparaciondistiza (B)

IV.3 Posicion relativa de loscromosomas y gene

La distribucion de los cromosomas/genes en el nlaMerfasico puedeestar
también definida respecto de la localizacion de otbmosoma/gen, de modo ¢
los elementos genéticos se pueden considerar onados de manera distal o
proximal uno respecto de otro. También la distiifmicse puede describir a tra
de la tendencia a formar grupos cromosomicos o mosclaramente distinguible
como por ejemplo la organizacién de las secuerd#a®\DN codifican los ARN

ribosomales (NORjucleolar organization regic) que constituyen el nucléolo.

IV.3.1 Asociacion de losromosomas 5, 6,15y :

Con el objeto de estudiar la organizacién espad@él genoma en estados

aneuploidia se realizé la técnica FISbh sondas para los cromosomas 5, 6, 15
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en células de ratén diploides (G7), triploides (BM3) y tetraploides (P16 y LB4).
La hibridacion se realiz6 separadamente para eb{6ay el par 15-16 en los 4 tipos
celulares y se midio la distancia entre ellos ennlécleos interfasicos. La distancia
entre cromosomas se calculé jen y se expresaron en unidades relativas respecto
del radio de una esfera de igual volumen que elenifv = 4/3r%. Los datos
obtenidos se utilizaron para determinar la tendedei los cromosomas de formar
grupos entre ellos (pares), como asi también peatizar estudios de correlacion
entre la posicidn relativa y el nivel de ploidiasLvalores de correlacidn positiva se
asociaron con la proximidad y el agrupamiento csdntco, mientras que los
valores negativos de correlacion se asociaron&@uwudencia de agrupamiento entre
los cromosomas. Los resultados del analisis deelemion igual a cero se
interpretan como que la formacién de grupos estalaadebida a la densidad
cromosomica del nucleo en células poliploides yanana tendencia especifica de
los cromosomas. El estudio de correlaciébn se Keapara los cromosomas
homologos (5-5, 6-6, 15-15, 16-16) y para los creoneas no homélogos (5-6, 15-
16). En la linea de fibroblastos diploides G7,daelacionAC es igual a cero entre
los cromosomas homologos, por lo que se concluye lqu distribucion de
homologos en el nucleo es distante entre si. Sioamgo, el andlisis revel6 una
tendencia significativa de agrupamiento cromosoraitioe los cromosomas 5y 6, y
15 y 16 para esta linea celular (Fig. 36A). Enciésilas NIH3T3, que poseen una
copia extra del complemento cromosomico, los hogudol5-15 y 16-16 exhiben
una tendencia a agruparse en interfase. Similadtetania a formar un par lo
presentaron los cromosomas 5 y 6. Interesantecdesiae el estudio reveld que en
las células de la linea P16 (tetraploide) todogsestomosomas muestran una
tendencia al agrupamiento con su homdlogo. Miemjres en los ndcleos de las
células LB4 (tetraploide) se detectd esta asodiacéblo entre los pares
cromosémicos 5-5, 6-6 y 5-6.

Con el proposito de estimar el nivel de signifidGarestadistica de estos resultados,
los datos obtenidos se compararon con valoresctsdmjenerados mediante el

modelado matematico de Monte Carlo. Mediante esieegimiento se generaron
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10° muestras del mismo tamafio que cada muestra expesimen la cual los
cromosomas exhibian una correlacion negativa alpagniento. Se usé el criterio de
Benjamini-Hochberg para establecer el nivel de <p 0,0020232 como
estadisticamente significativo. Los resultados aidlisis se representan como un
diagrama de colores en el que el color rojo ingigaificancia y el color azul esta
asociado a valores de > 0,002 (Fig. 36B). En resumen, valores de |©,002
implican que los datos de posicion relativa unopeeto de otro obtenidos
experimentalmente difieren significativamente de lobtenidos por modelado
matematico y, por lo tanto, sugieren una disposicié los cromosomas formando

pares que no es solo debida al aumento de la @ehdelcromosomas en el nicleo.

A B

AC(my-y 55 6-6 15-15 16-16 56 15-16

G7
NIH3T3
P16
LB4
p < 0,002 p > 0,002
|54 e G7 ! P16
+ } + t b
] 1] 16 14 32 v + NIH3T3 LB4

Fig. 36. FISH de territorios cromosémicos 5 (rojd§ (verde). Correlacién entre pares cromosémicos
no homologos 5-6 en el nicleo interfasico de céld&ratdon, G7, NIH3T3, P16 y LB4. (A). Diagrama
de colores con los valores de p obtenidos del sis&@stadistico de los cromsomas 5, 6, 15y k6. p
0,002 implica que la disposicion de los cromosofoasando pares no es aleatoria (B).

IV.3.2 Posicion relativa de los gerféscs1-Dyrkla Sod1-Dscr3

Los genesSocs] Sodl Dscr3y Dyrklase encuentran en este orden dentro de la

secuencia gendémica del cromosoma 16 de r&0nsly Dyrkla distan 84 Mpb

entre si en la secuencia (genes distantes) ytindia gendmica enti®odly Dscr3
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es de 4,5 Mpb (genes proximos). Con el objeto tiedies la distribucion relativa
entre estos genes en el nucleo interfasico seddalitécnica 3D-FISH con sondas
locus-especificas sobre las neuronas y los fibstddaG7 y NIH3T3. En primer
lugar se realizé la validacion de la sonda en rastafjue demostré ausencia de
alteraciones estructurales, es decir, la secudireal de las sefales de FISH
coincidieron con lo esperado de acuerdo a lo deseni la base de datos “Ensembl”
(http://Iwww.ensembl.org) (Fig. 37A). Para determita distancia 3D entre estos
genes se obtuvieron las coordenadas x-y-z delaegtrmasas de cada elemento
genético y las distancias a las que se encontsdgaarados en el ndcleo en interfase
se calcularon mediante la formula (dAB/&,-x1)* + (y>-y1)? + (z-z1)?) (Fig. 37A).

El estudio revelé que la distancia promedio eftoell y Dscr34,5 Mpb a nivel
gendmico) en los nucleos de las neuronas era dewd,5mientras que en los
fibroblastos G7 y NIH3T3 las mediciones resultaren valores menores y
relativamente similares entre si, 0488 y 0,97um, respectivamente. Con el fin de
corregir las variaciones en el volumen nuclear, Yasores absolutos de las
posiciones relativas se normalizaron respecto idehetro del nucleo (%Dn), y de
esta manera se determind que los g8ukly Dscr3 se encuentraban ubicados a
una distancia equivalente a un 15% del didmetrdeaucen las neuronas. El
didmetro del nucleo de las células NIH3T3 es sicatizfamente mayor (~1pm)
que el del nacleo de G7 (~10n), Sin embargola normalizacion de los valores
absolutos respecto del diametro revel6 que lamdigtaelativa entré&odly Dscr3

en las células triploides era menor que en ladatiiploides (6,15% vs 10,14%).

El andlisis de la posicion relativa en interfasegdaes distantes, es deSiocsly
Dyrkla (84 Mpb a nivel gendmico), revel6 que éstos se amtcan a una distancia
promedio de 2,2Am en el espacio nuclear de las neuronas, equieatenih 22,12%
del didmetro del nucleo después de realizar la alization correspondiente,
mientras que la distancia que sep8axsl y Dyrklan interfase en la linea de
fibroblastos diploide G7 y triploide NIH3T3 resul®n 1,81um y 1,53 um,
respectivamente. Sin embargo, la determinaciéa déstancia en unidades relativas

respecto del didmetro del nacleo fue nuevamenteomén15%D en las células
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NIH3T3 y 17,15%D en las G7 (Fi@7B). Para la comparacién estadistica de
datos se utiliz6 ANOVA de un factor. La distancidre Sodly Dscr3enum y en
unidades rel@vas al diametro nuclear (%L resultd ser significativamente diferente
entre neuronas, G7 y NIH3TB(R,363 = 33,468, p = 0,00000) (F(2,363) = 59,186,
p = 0,0000). De igual modo, la distancia relativa erSocsly Dyrkla resultd
edadisticamente diferente en cada tipo cel(F(2,385) = 63,529, p = 0,0000) (F(2,
385) = 14,708, p = 0,00000).

T
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Fig. 37. Imagen de Idistribucion lineal de los genes proximos (S~ Dscr3) y distantes (Socsl —
Dyrkla) en el cromosoma naéésico y separacion en el nuac interfasico (A). Distancia
tridimensional promedio en interfase expresada aares relativos al diametro nuclear (%Dn) |
principal) y distancia epm (eje secundario) (B).

En general, la distancia que separa los genes sintesulté mayor elas neuronas
que en logibroblastos, independientemente del nivel de [oidPor ejemplolas
neuronas y la&7 son células con un contenido cromosémico diplgidin tamaf
nuclear similar, sin embargo las distancSod1-Dscr3 y Socsl-DyrkIasultaron
significativamente mayores en las neuronas respectosdibroblastos ( = 0,00).
Estos resultados indican que la posicidon relativiiedos genes en interfase esta

relacionada con el tipo celular mas aqu& elcontenido gendémico. Por otro lado, la
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comparacion de los valores de distancia entre éadas G7 y NIH3T3 (ambos
fibroblastos) mostré que estos eran significativaimediferentes (p = 0,00). En
efecto, la ganancia de un set completo de cromaseméas células NIH3T3 resultd
en el aumento de casi el doble del volumen nucksgrecto de las células G7, pero
aun asi ocurrié una disminucién muy significative ld distancia relativa entre
Sod1-Dscr3y Socsl-Dyrklaen las células triploides con respecto de laslastlu
diploides. Por lo tanto, se podria especular queiamimente al tipo celular, la
actividad de los genes influye en la organizacigpaeial de éstos en el nicleo en
interfase.

Finalmente, cabe destacar que aun§oesly Dyrkla se disponen dentro del
espacio nuclear mas alejados entre siSpotly Dscr3 éstos no lo hacen de modo
proporcional a su distancia genémica, es decive2@s mayor en el caso 8ecsly
Dyrk1a (84,5 Mpb) que en el dgéodly Dscr3(4,5 Mpb).

-Correlacion de la distancia entre los genes estaldo diploide y poliploide.
Adicionalmente se realizé un estudio sobre la teaidedel agrupamiento de los
genes entre si en el nucleo interfasico de célalay NIH3T3. Con los valores de
distancia entreSocs1-Dyrklay Sodl-Dscr3expresados en unidades relativas al
radio del ndcleo, se realiz6 el mismo andlisis deetacion entreSod1-Dscr3y
Socsl-Dyrklamediante la comparacion de la posicion relativeeokada respecto
de un modelo tedrico de distribucion aleatorialaScorrelacion era positiva, la
proximidad entre los genes estaba favorecida ypeshable que esos genes se
encuentrasen agrupados, mientras que los valorgatives de correlacion se
asociaban con falta de agrupamiento.

En la figura 38A se puede observar que los valdeesorrelacion (eje de ordenadas)
son positivos entre los genes que se disponen distagacia minima relativa de 0,2
unidades en interfase (eje de abscisas). En la loe fibroblastos G7, se
encontraron valores de correlacion ef@oesl-Dyrklagual a 3, mientras que entre
Sod1-Dscr3este valor alcanzo las 8 unidades, indicando gyeuha tendencia de
agrupacion significativamente mayor. En la linedildblastos triploide NIH3T3,

el andlisis de correlacion entre estos genes mogtr® hay una tendencia
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marcadamente mayor de los genes a formar gruposrglas células G7, lo que se
indica en la escala del grafico. En general, laidania de los genes proximos de
agruparse entre si resultd mayor que para los ghstasites, ademas este fenébmeno
fue méas pronunciado en células NIH3T3 que en flagibs G7 (Fig. 38A). En la
figura 38B se compararon estadisticamente los dd#oda distribucion de la
frecuencia acumulada de la distancia relativa dosegenesSod1-Dscr3 y Socsl-
Dyrklaen las células G7 y NIH3T3.

+———— Socs1—-Dyrkla +—— Sod1-Dscr3

A AC-Correlacién . Frec Acumulada
—
G7 G7
0.5
|:-- o ;-l'.1 o
i NIH3T3 NIH3T3
1#

Fig. 38. Andlisis de correlacion enBecsiDyrkla (azul) ySodtDscr3 (rojo). Correlacién positiva de
agrupamiento de genes (eje abscisas) (A). Freaencimulada de la distribucién de distancia entre
Sod1Dscr3y SocsiDyrklaen la linea diploide G7 y triploide NIH3T3 (B).

Se aplico la prueba estadistica de Wilcoxon Mannitve (p < 0,05;
estadisticamente significativo) y se encontré gudistribucion de los genes en el
nicleo de las células G7 es significativamenterelifie (p = 8,7 x 18). De igual
modo, en NIH3T3Sodly Dscr3se encontraron significativamente mas proximos
entre si quéocsly Dyrkla(p = 4,8 x 10°) (Fig. 38B). En resumen, los gersdl

y Dscr3se encuentran proximos en la secuencia genomicasgitaron una mayor
tendencia de agrupamiento que los ge&8mssly Dyrkla El estudio de correlacion,
descrito en la seccion anterior, revelé que exista tendencia estadisticamente
significativa de agrupamiento de los cromosomas dhogos 16-16 en la linea
celular triploide NIH3T3.

El cromosoma 16 de raton es ortélogo del cromosdinaumano y en la region
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sinténica entre estas dos especies mapean getiessdrhplicados en la patologia
del Sindrome de Down. Entre los numerosos geneseiies en esta region
gendmica, se seleccionarBocsl, Sodl, Dscg8Dyrklay se estudié su posicién en
el nicleo interfasico de células G7 (diploides) NHBII'3 (triploides). Es decir, se
determind la distancia entre los alelos de un miggeo y la tendencia de
agrupamiento entre elloSdcs1-Socsl, Sod1-Sodl, Dscr3-DscE3yrkla-Dyrk1a
mediante un andlisis de correlacion similar al des@anteriormente Para cada
nacleo la distancia se expresé en unidades retatespecto del radio de una esfera
de igual volumen que el ndcleo analizado. Acorde esperado, el estudio reveld
que los alelos siguen un patron de distribucionilaimal obtenido para los
cromosomas 16 homologos en células NIH3T3. Lo®slgue se disponen a una
distancia equivalente a 0,25 del radio nuclearegmtason valores de correlacion
negativa, por lo que se los consideré distantesfdgnman un par) en este tipo
celular. En G7, la correlaciomC) entre los alelos resulté similar a cero, mientra
que en NIH3T3 se obtuvieron valores de correlagp@sitiva y eventos de
agrupamiento especifico de las sefiales para utgncia relativa entre alelos de 0,5
unidades del radio nuclear, respectivamente. Aupguece que la distancia podria
variar relativamente entre los diferentes genes. géneral, las unidades de
correlacion resultaron menores para los genes guelps cromosomas, lo que se

representd en la escala del grafico (Fig. 39).

AC-Correlacion

L ' Dyrkla-Dyrkla
¢ 4+ Socsl-Socsl

. s Dscr3-Dscr3

NIH3T3

6 4 ]

Sod1-sod1

Fig. 39. Posicion relativa entre alelos de un migeo en la linea de fibroblastos diploide G7 yan |
triploide NIH3T3. En el eje de ordenadas se repitaselos resultados del estudio de correlacion,
mientras que en el eje de abscisas se represastalistancias relativas entre alelos, expresadae co
fraccion del radio nuclear.
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IV.3.3 Distribucion relativa entre alelos

Con el objeto de estudiar mas detalladamente liposrelativa entre genes, se
determind la posicion tridimensional de cada aégldos fibroblastos G7 y NIH3T3
y adicionalmente se estudiaron estos mismos genesukivos primarios de
neuronas. Con estos datos se calcularon las dessagwire los diferentes elementos
genéticos en el espacio nuclear mediante la foroliB= \(xo-x1)? + (Yo-y1)? + (-
21)2. Debido a las variaciones intercelulares del va@lmamuclear, las distancias se
expresaron de forma relativa respecto del diameaio correspondiente nucleo
(%Dn).

En la figura 40 se presentan las distancias pramatre los alelos dgocsl, Sodl,
Dscr3y Dyrklaen cada tipo celular. En las neuronas, la distaque separa los
alelos de todos estos genes uno respecto del ®sondar, alrededor del 40% del
didmetro nuclear. En los fibroblastos G7, los alele encuentran separados entre si
a una distancia promedio equivalente a 50% del eli@muclear, mientras que en
los fibroblastos NIH3T3, la distribucion resulta sndeterogénea, y los alelos de
Dyrklase encuentran més alejados (54% del diametroamcles alelos d&ocsl
se ubican a una distancia equivalente al 50% @ehelro nuclear, $odly Dscr3
son los que localizan mas proximos entre si (45analisis estadistico aplicando
ANOVA de 1 factor y p< 0,05 como significativo, revel6 que no existeredihcias
estadisticas en la separacién de los alelos dgelossSocsl, Sodl, DsciBDyrkla
en neuronas Y fibroblastos G7 (Neu, F(3,443) =848 = 0,13994) (G7, F(3,220)
=2,2224, p = 0,08645). Estos resultados demuegtraa organizacién espacial de
los cuatro genes que mapean sobre el cromosoma reédah guarda correlacidén con
lo observado para los territorios cromosémicosleEinea de fibroblastos NIH3T3
(triploide), las distancias interalélicas prometlieron estadisticamente diferentes
para los genes ensayados (F(3, 596) = 6,5672,,p0023). La aplicacion del ajuste
de Bonferroni (considerando valores de f,05 como significativos) revelo que la
distancia entre los alelos &»d1 y Dscr3esulto significativamente menor que la
distancia entre los alelos @yrklaen células NIH3T3 (p = 0,001). Estos resultados

sugieren que la presencia de copias adicionalesgelel estd asociada a una
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organizacién espacial del genoma diferente a lagleélulas con una dosis gén

cuantitativamente normal (Fig. 40).
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Fig. 40. Distancia promedio entre lakelos de los geneSocs] Sod] Dscr3y Dyrklapara neuronas,
fibroblastos G7 y NIH3T3 (dAlelos %Dn). Diagrama delores con la probabilidad asociada

NIH3T3.

En general se obtuvieron distanciads pequefias entre aleloslas neuronas que

en losfibroblastos diploides y triploides (promedio 3-50%-49%). El diagrama de

frecuencia relativa muestra este fendmeno, se abser mayor porcentaje de ca:

con una distancia interalélica &®csl, So¢, Dscr3y Dyrklamenor (20-40%Dn)

en lasneuronas que en G7 y NIH3T3 (F 41A). Para cada gen se comparoé la

distancia interalélica en los tres tipos celulargs. utilizd la prueba estadist

ANOVA con ajuste de Bonferroni y con los valores peobtenids de las

comparaciones se confeccion6 un diagrama de catores que el color rojo indic

valores de g 0,05 y el color azul valores di> 0,1 (Fig. 41B).
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Fig. 41. Frecuencia relativa de la separacién eatetos en el cultivo primario de neuronas y
fibroblastos de raton con diferente nivel de pidd7 y NIH3T3 (A). Diagrama de color obtenido con
los valores de “p” (B).

Este analisis demostr6 que, a excepcion de lossali#l genSocs] la distancia
interalélica para los otros genes es significatiMat® menor en neuronas que en G7
(p = 0,00). Similar comparacion entre las neurgnias fibroblastos NIH3T3 reveld
que las distancias entre alelos eran estadistidardéarentes, excepto pasadl1(p

= 0,41) que resulté a una separacion similar résghrlas neuronas y mas proximo
entre los fibroblastos murinos triploides y dipksédp = 0,01). Sin embargo, para el
resto de genes del cromosoma 16 la separaciorelds 8bcs] Dscr3y Dyrklano
resulté estadisticamente diferente en células ieredte nivel de ploidia (p > 0,1).
Los datos demuestran que la distancia entre gbelesce ser caracteristica de cada
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tipo celular, es decir, la distribucion de alel@ssémilar en células con el mismo

estado de diferenciacion, aun cuando incrememizel de ploidia.

-Distribucion espacial de los alelos en célulgddriles

La observacion directa de las imagenes obtenidaslas células NIH3T3 reveld la
existencia de una distribucion peculiar de lososleén el nucleo interfasico,
consistente en que dos sefales se disponen préxnmtes si y relativamente
alejadas del tercer alelo. Interesante destacaregizedistribucion se correlaciona
con los datos de agrupamiento de los cromosomaslbgos (16-16) en este tipo
celular. Por lo tanto, se realizé un andlisis adial con los datos de distancia
tridimensional de los alelos de los gesexsl, Sodl, DsciB Dyrkla consistente
en el agrupamiento de los datos en tres categdeiadistancia, d1, d2 y d3, que
corresponderian a los lados del triangulo obsenemda imagen en interfase.
Primeramente, con los datos crudos, se confecadordiagramas de cajas (Fig. 42)
que incluian el 50% de los valores de cada grupgpoendidos entre el cuartil 25
(Q25) y el cuartil 75 (Q75). Los extremos de lagdmde cada caja representaban
los valores méaximos y minimos de la poblacién. istribucion de los datos crudos
permiti6 determinar la dispersion de los valores. general, el 50% de las
mediciones de distancia entre alelos se encontrabtig el 20-40% del diametro
nuclear para d1, 40-60% para d2 y para d3 enté®-80%. El andlisis estadistico
mediante ANOVA de 1 factor revelo diferencias akate significativas en la
distribucion de las distancias d1, d2 y d3. EntefgearaSocslse obtuvo F(2,147)

= 90,48 (p = 0,00); par8od1(F(2,147) = 72,62 (p = 0,00); pabescr3F(2,147) =
78,18 (p = 0,00y paraDyrklaF(2,147) = 98,65 (p = 0,00). Por tanto, se coreluy
que la distribucion de alelos en células NIH3T3 dor alelos préximos entre si y
un alelo distante es la més frecuente, ya que mbsnel 50% de los valores se ajusta
al patréon detectado por observacidn microscopicactdi. De los cuatro genes
estudiados, los alelos del gByrkla exhiben esta distribucion mas claramente, la
distancia entre los alelos préximos se encuentraneimtervalo correspondiente al
25-37% del didmetro nuclear, mientras que la dissarespecto del alelo distante es

significativamente mayor.

127



RESULTADOS

“ Socs1 - 100 Sod1
. 80
60

40

dAlelos (%Dn)

20 WQ25-Q75

I Min-Max
o Datos

d3

Dscr3

S

Fig. 42.Distribucion de los valores de distancia interaklfd1, d2 y d3) para los gerSocs] Sodl
Dscr3y Dyrklaen la linea de fibroblastos NIH3T3. En todos lososda distribucion d1, d2 y due
estadisticamente diferente (p < 0,05).

Con el objeto de determinar si la distancia d1,yd@3 en el nucleo de célul
trisobmicas resultaba diferente a la sepidn entre alelos en células diploides, se
aplicé t-Student y valores de p0s05 como significativos. Es decir, para cada g
comparo la distancia obtenida en G7 con las digtantd, d2 y d3 de NIH3T3 (F

43). Este estudio revel6 que la organizade los alelos/cromosomas es consistente
con la observacion de dos genes proximos entralgjgdos del tercero. El conjur

de distancias d1 resulté significativamente infedda distancia entre alelos en

(p = 0,00), la distancia d2 resulté dian a la encontrada en células normales y no
mostré cambios significativos (p;05), mientras que d3 resultaron los alelos
alejados entre si (p;,00). Dicha distribucion se cumplio de forma cetesite par.
Socsl, Dscry Dyrkla mientras que nuevarrte resultd relativamente diferente en
Sod1 En este caso, la separacién del alelo distanSod1(d2 y d3) resulté en el
limite de significancia estadistica respecto ddiséancia encontrada das células

normales (p = 0,03).
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Fig. 43.Imagen FISH de distancia entre alelos en NIH3T3. @oacion de d1, d2 y d3 en cél
triploides respecto de fibroblastos G7 diploides.

Para finalizar, cabe destacgque la serie de datos d1 incluye el conjuntc
distancias interalélicas equivalente@%%6, 27%, 28% y 32% del didmetro nucl
paraSocsl, Sod1, DscgBDyrkla respectivamen, y que corresponden a los alelos
mas proximos entre sinteresante destacar ¢ en los analisis de correlacion
descritos previamente se observo una tendencidiva de agrupamiento de los
genes a una distancia aproximada de 0,5 unidatdivas del radio. Por lo que |
valores obtenidos para ddn torno a un 25% del diametro del nucleo, se aijiast ¢

lo obtenido con los analisis de correlacion. Un eforsimlar de datos de distancias
entre alelos fluctuaron alrededor de una distapmanedio equivalente al 50% ¢
didmetro nuclear y se categorizaron como d2. Efpaciente,éstos fueron 47%
entreSodly Dscr3 50% entre loslelos deSocsly 56% entre los alelos dgyrkla
Finalmente, en la categoria d3 se incluyen looslelas alejados entre si, cu
distancias fueron 67% del didmetro nuclear |Socs]1 60% para los alelos &odl
61% paraDscr3 y 74% para Dyrkla (Fi 44). El andlisis estadistico mediante
ANOVA de un factor de las distancias d1, d2 y d&eetos alelos de los gen
Socsl, Sodl, Dscrg Dyrklaen NIH3T3 y ajuste de Bonferroni sugiere que
distancias en la categoria d1 son mas homog, ya que no existen diferencias
significativasentre ellas. Mientras que este mismo analisis degak la distanci

entre los alelos dByrklacategorizados como d2 es significativamente diterde
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las que se establecen entre los alelos de los tiessgenes. Finalmente, las
distancias interalélicas distales (d3) fueron dstmamente diferentes para los
cuatro genes (Fig. 44).

Estos datos indican que los alelos posicionadomatgera distal (d3) guardan una
relacion diferente a la de los alelos ubicados iprakmente (d1) lo que podria ser
debido a una organizacion espacial interna diferestél cromosoma ubicado
distalmente. Alternativamente, podria considergrge los cromosomas ubicados a
una distancia d1 estarian mas limitados de espa#s importante aun seria

demostrar si este tipo de organizacién tiene r@taaiguna con la funcién.

di Sodl  Dscr3 Dyrkla d2 Sodl  Dscr3 Dyrkla d3 Sodl  Dscr3 Dyrkla

Socs1 Socs1 Socs1

Sod1 Sod1 Sod1

Dscr3 Dscr3 Dscr3

p<0,05 p>0,05 p>0,1

Fig. 44. Diagrama de colores confeccionado convhlsres de “p” obtenidos de la comparacién
estadistica entre d1, d2 y d3 de los g8mss1, Sod1, Dscr3 y Dyrkla.

IV.3.4 Posicion relativa de los cromosomas 21 {odegene$S0OD1y DYRKI1A

En primer lugar, se determind la posicion relatild par cromosémico 21 en 34

ndcleos de linfocitos normales y en 58 nucleosrdeditos trisdmicos. En linfocitos
normales se observé que un 44% de las célulasiarhilm territorio cromosémico
21 Unico, pero de mayor tamafio que en el 56% Itestpre presentd dos territorios
claramente distinguibles. Probablemente este fendmeea debido a la
yuxtaposicion de los dos homodlogos en interfase.ldsncélulas trisdbmicas se
identificaron ndcleos con tres, dos y un territ@iomosoémico, en una frecuencia de
17%, 55% y 28%, respectivamente (Fig. 45A).

Para determinar la posicion relativa de los crom@souno respecto de otro en el
espacio nuclear se midieron las distancias qusdparaban desde el centro de masa
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de cada territorio cromosémico y se expresaron aores relativos respecto del
didmetro nuclear. La distancia promedio intercraingisa fue equivalente a 47%
del diametro nuclear en linfocitos disémicos. Cootuirriera para las células de
ratén NIH3T3 (triploides), la observacién microsimdpdirecta de las preparaciones
de FISH revel6 que en las células humanas tris@hicacromosomas 21 adoptaban
una distribucion espacial caracteristica con domosomas proximos entre si y uno
mas alejado (Fig. 45A). Por lo tanto, se deternsinatas tres distancias
intercromosOmicas y se agruparon en tres categatiasd2 y d3, de la misma
manera como se describié anteriormente. La distapcomedio entre los dos
cromosomas localizados en proximidad (d1) fue d@# del didmetro nuclear.
Mientras que las distancias intercromosomicas d@3yfueron de 48 y 58%,
respectivamente. Estos resultados se comparar@digig&tamente mediante t-
Student con respecto de la distancia entre los @somas 21 determinada en las
células normales (p < 0,05; significativo). El asialdemostré que, en efecto, dos
cromosomas 21 se disponen proximos entre si a istenda significativamente
inferior (p = 0,00), mientras que el cromosomaattitt se encontré a una separacion
similar a la observada en células disémicas oivalaente alejado (p = 0,949, p =
0,04) (Fig. 45B). Adicionalmente, la comparacidtrem?2 y d3 mediante la prueba
t-Student no resulté en diferencias significatif@as 0,28). La confirmacion de que
los cromosomas adoptan una distribucion espaciectistica en el ndcleo
interfasico se obtuvo con las células trisémicakmemue los cromosomas préximos
que se encuentran yuxtapuestos se localizan resgectromosoma distante a una

distancia similar a la determinada en las célutamales (p = 0,42) (Fig. 45B).
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Fig. 45. FISH para edromosoma 21 en linfocitos normales y derivadopatgentes con trisomia 2
Ndcleos con tres territorios cromosomigoson dosterritorios cromosémicos (yuxtapuestos) (A). No
se encontraron diferencias en la distancia promé2lide linfocitos trisémicos respecto de la disia
en linfocitos normales. Las distancias d1 y d3ltasen estadisticamente diferentes

Los cuatrogenes ensayados anteriormente en células de liat@ntsus gene
sinténicos en humanos gtés mapean sobre el cromosoma 21, especificarar
la regién conocida como DSCR por su relacion copdmlogia deSindrome de
Down. En esta oportunidad selesionaron dos genes representathSOD1y
DYRK1A y se estudidé su organizacion espacial en el aliokerfasico de mane
similar a lo efectuado para los genes de raténdisgncia entre los genes er
secuencia genémica es 8¢/ Mpb (Fig 46A). La distancia tridimensional que
separa el centro de masas $8D1del centro de masas (DYRK1Ase obtuvo
mediante la formula dAB (Xo-x1)* + (y>-y1)? + (2-21)%) enum y estos valores se
expresaron en valores relativos respecto del dréanmeiclear (%Dn). En las célul
disémicas la distancia promedio entre estos gesde 0,8um, mientras que en las
células con trisomia 21 es G¢/5um. El promedio de los valores relativos mo
que la distancia entre estos genes es similarsedds tipos de células, 11,78%l
12,04%D, respectivamente. La prueba estadist-Student con valores de

significancia de p< 0,05 revel6 que la prencia de una copia extra del cromosoma
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21 no induce cambios en la distancia tridimensi@miie SOD1y DYRK1A(p =
0,73) (Fig. 46A). Sin embargo, la observacién daetde las imagenes revelé que
SOD1y DYRK1Aen el nucleo en interfase podian encontrarse cseaitales
distantes o como sefales parcialmente solapadasséngue se observaron en color
amarillo por la superposicion de los colores veraejo (SODJ verde yDYRK1A
rojo). Por lo tanto, se realizé un analisis de caliaacién de los dos canales de
fluorescencia en esa region que se expresé endasidalativas comprendidas en un
rango de 0 (no colocalizacién) a 1 (valor maximocd#calizacion). Se observé
intensidad de fluorescencia roja y verde conjuntdeneen una coordenada
especifica en el espacio nuclear (Fig. 46B). Piosteente se cuantificé el numero
de veces en que ambas sefiales colocalizaban yceat@nque en los linfocitos
disdbmicos un 47% de las sefiales dobles lo hacig@ntmas que un 53% no.
Mediante el test de la diferencia entre proporgofe< 0,05; significativo) se
mostré que las frecuencias eran similares (p =69 9nientras que en los linfocitos
trisbmicos se observéO un aumento relativo de lapgm@on de sefales que
colocalizan (58%) (p = 0,000).

La comparacion estadistica entre la proporcioreéiales que colocalizan en células
trisdbmicas respecto de las disomicas revela queuhaytendencia al agrupamiento

de estos dos genes en las células con trisomia=20,0086) (Fig. 46B).
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Fig. 46. Ideograma de la posicion 8©D1y DYRK1/ sobre el cromosoma 21 y 3D-FISH en el nacleo
interfasico de un linfocito normaDistancia tridimensional promedio entSOD1y DYRK1Aen
interfase en unidades relativas al diametro nud@s®n) en linfccitos normales y trisémicos (A).
Imagen de colocalizacion de sefiales parcialmenspatdas y valores de intensidad de fluoresce
rojo y verde en un mismo voxel. La frecuencia decaizacion resultd significativamente mayor

los linfocitos trisémicos que en l&infocitos normales (B

Con el objeto de estudiar la relacién entre lagidsirelativa de un gen respecto
otro y el grado de colocalizacion de sefialesSOD1y DYRK1Aen linfocitos
normales y trisémicos, se aplico la prueba esiica de correlacion de variables de
Pearson y se calculd la ecuacion de la recta adasg ajustaron los datos medie
regresion lineal. Coincidiendoon lo esperado, este analisis reveld que hay n
grado de colocalizacién ent&D1y DYRK1/ para las sefiales proximas entre si
gue para las sefales mas distantes, tanto enscélulaales como en trisémicas.
modo que se observaron genes proximos que presenaores de colocalizacior
una distancia inferior a un 10%Dn respectivamemnte liefocitocs normales vy
trisébmicos (Fig. 47Ay B).
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Fig. 47.Correlacion y recta de regresion entre las variade grado de colocalizacion y posicion
relativa deSOD1respecto d®YRK1Aen linfocitos normales (A) y linfocitos trisdmicdB).

Como se mesiond anteriormente, ealgunos nucleos las sefiales fluorescentes
correspondientea dos territorios cromosémicos se encontraban puettas, pc
ello se decidi6 estudiar la distribucién tridimemsl de los alelos dSOD1y
DYRK1A.Se determiné la posan relativa entre'SOD1-SODl DYRK1A-DYRK1A
midiendo la distancia que separabos dos alelos uno respecto de otro y el \
absoluto se expresé en funcion del diametro nugesa corregilas diferencias
debido a lawariaciones del volumen nucle En los linfocitos normales la distancia
entre los alelos d8OD1fue de42,45% y la deDYRK1Ade 40,52%. Estos valores
promedio obtenidoa partir de 59 nlcleos se compararon estadistidcemagdiante
t-Student (p < 0,0Xdiferencia significative y el andlisis revel6 que en los linfocitos
normales las distancias entre los alelos no praban diferencias significativas (p =
0,515). Estos datos concuerdan con los obtenidas|ps cromosomas homaolog
21.
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En 52 nucleos de células trisémicas, se ob: que la presencia de una copia extra
del cromosoma 21 modificaba significativamente ilstashcia entre los alelos !
SOD1 loscuales se encontraron a una distancia promedi @2% del diametr
nuclear. Este valor resultd estadisticamente diferéd encontrado en los linfocitos
normales (p =0,037). Sin embargo, la distancia promedio entre dtelos de
DYRK1Ase cuantificd en 43,71%, un valor queresultd estadisticamente diferente
del encontrado en células normales (@ £75) (Fig. 48A). Los datos indican que los
alelos deSOD1se encuentran mas alejados entre siDYRK1Ay concuerdan con
los datos de posicion radial gdemuestrarque SODladquiere una posicion mas
periférica en lascélulas trisomicas. La distribucion de frecuencimunaulade
demostré una mayor proporcion de sefales distanteSOD1 que enDYRK1A

principalmente a una separacion del 80%Dn 48B).

A 1 SOD1 E DYRK1A
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Diametro nucleo Diametro nucleo

Fig. 48. Separacion promedio entre &bslos deSOD1y DYRK1Aen células disémicas y con trisomia
21 (A). Distribucion de ldrecuencia relativa de la distancia entre alelos
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Los datos de la distancia tridimensional erlos alelosSOD1y DYRK1Ase
ordenaron ertres grupos dl1, d2 y d3, como se ha descrito anteente. Los
valores de distancia d1, d2 y d3 seesraron también mediante grafico de cajse
analizaron estadisticamente. Se representarorfelcgdtral de los valores de c¢
grupo, mediante la mediana, el cuartil 25 (Q25) guartil 75 (Q75). Los extremc
de las barras representaron el valor mo y maximo de la distribuciéon. También se
representaron los valores individuales pmostrar la dispersién de los datos. El
50% de los valores se encontraron alrededor destandia promedio expues
previamente en cada grupo. Con el objeto de comdl, d2 y d3 para cada gen se
aplic6 ANOVA de 1 factor y ajuste de Bonferroni cealores de < 0,05. El
andlisis revel6 que la separacion entre alelogiady, d3 resultd significativamen
diferente en el ndcleo en interfase pSOD1 (F(2,153) = 65,92, p = 0,009
DYRK1A (F(2,153) = 48,09, p =0,00) (Fig 49), lo que confirmé que esta

distribucion parece la mas frecuente en las célumisdmicas, en un 50% de |

Casos.
100 - 100
SOoD1 T DYRKIA -
E &0 : 2= =% = & &
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Fig. 49.Diagrama de cajas que representa el 50% de losegatentrales dcada grupo junto con la
dispersién de los datos. Se observaron diferemtiamente significativas entre d1, d2 y d3 para
gen.

Con el objeto deleterminar si la organizacion observada en ladastlisomica:
era significativamente diferente adastribucion erlas células disémicas, se aplico
la prueba estadistica te8lent para comparar cada una de las categoria 13

de distancia interalélica respecto de la distaanilas células diploides (p < 0,05;
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diferencia significativa) (Fig. 50A El analisis revelé que dos sefialesSOD1y
DYRK1Aen las células trisbmicas se encontraron signifi@atente mas proxime
entre si que en las células normaMgentras que d2 resultd similar a la separa
normal erDYRK1Ay relativamente mas alda enSOD1(p = 0,12 y p =0,023) y el
conjunto de distancias d3 correspondid con loalelas separados entre si
manera altamente significativa (0:00) (Fig 50B).

Dentro de la primera categoria (d1) la distanc@a@dio entre alelcSOD1fue de
33% y entre aleloPYRK1Afue de32% del diametro nuclear. Sin embargo
distancia promedio entre alelos distante: SOD1fue méas grande, 49% y 61% para
d2 y d3, respectivamente jentras que las distancias d2 y d3 [DYRK21Afueron
45% y 54,7%, respectivamente.

Adicionalmente, se aplicé ti&lent para comparar la distribucion d1 eSOD1y
DYRK1A)y asi sucesivamente con d2 y, lo que demostré que las distancias d1
entre alelosSOD1y DYRK1Ano son estadisticamente diferente: = 0,50),
mientras que la separacion ds hlelos mas alejados entr resulté diferente, d3 (p
= 0,02). Esto indica que el alelo distanteSOD1se encontrd relativamente mas
alejado quDYRK1A
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Fig. 50. Imagen 3D-FISH d8OD1y DYRK1Aen linfocitosnormlaes y trisémicos (A). Valores de la
distancia promedio d1, d2 y d3 entre &bslos respecto de la distancia normal
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-Posicién relativa del gebYRK1Aen tejido cerebral

Se realizé FISH con una sonda especifica para el 3)¢RK1A sobre cortes
histol6gicos humanos de tejido cerebral embrionasiotrisomia 21 (Fig. 51A). Las
preparaciones se observaron bajo microscopio cahfgcse adquirieron las
imagenes correspondientes, con las que se deteteidi&tancia entre los alelos
DYRK1Acon respecto del diametro celular en 25 célulamales y en 25 células
trisbmicas. Los datos obtenidos se compararon istamente mediante la prueba
t-Student (p < 0,05; diferencia estadisticamergeifitativa). En un primer analisis
se detectd que la distancia promedio entre lopsal@YRK1Ase conservaba aun
después de la ganancia de una copia extra del swn@ 21 (p = 0,79). Esta
observacion directa de las preparaciones reveldagoeganizacion espacial de los
alelos era similar a la observada en las célulagikivo. Debido a esto los datos se
ordenaron en tres grupos de distancias, d1, d2 y 88 confeccionaron graficos de
cajas en los que se podia apreciar que al meri@®elde los datos se encuentraban
alrededor de tres valores promedio de distancisaker 30%, 45% y 58% del
diametro nuclear (Fig. 51B). Se aplicé la t-Studgn 0,05; significativo) para
comparar estos valores de distancia con los ermmwdgren células disomicas y
efectivamente se demostré que en las células tigadnuos alelos dBYRK1Ase
encuentran posicionados proximos entre si, a usi@rdia inferior a la que se
encuentran los alelos en las células normalesQ®80), y éstos estan con respecto
del otro alelo a una distancia similar a la quesseuentran los dos alelos en las
células disémicas (p = 0,94). Este mismo andlsigld que la distancia d2 no era
significativamente diferente de la de estos alelvgélulas normales, pero si lo era
la distancia d3 (Fig. 51C). Estos datos confirmame dps resultados obtenidos
usando lineas celulares guardan correlacién coddda organizacion espacial del
genDYRKZ1Aen vivo
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Fig. 51. FISH con sondas para el g@MRK1/ sobre cortes de tejido cerebral con trisomia 21 (A
Andlisis de la distancia entre los ale@¥RK1Amediante grafico de cajas (B). La distribucién di3y
es significativamente diferente a la normal (C).

IV.3.5 Identificacionde los cromosomas 21 gue se posicionan mas préxn el

Sindrome de Down

El andlisis FISH para el cromosoma sobre preparaciones de linfocitos de
pacientes con iBdrome de Down revel6 que estos cromosomas aeéquiene
organizacion espacial caracteristica consistentéaeocalizacion de dos de |
cromosomas en estrecha proximidad, mienque el otro se ubica generalmente
alejado del par. Para determinar la identidad dectomosomas posicionados
proximidad se realiz6 unaicrodiseccion de estos cromosorruna amplificacion
primaria de este material §inalment¢, una caracterizacion genotipica mediante
PCR especifica paraicrosatélites que mapean sobre el cromosoma Z2PCR con
cebadores espeditis para estas regiones peri obtener productos de diferentes
tamafos dependiendiel nimero de repeticiones de la unidad que lostitoye
(caracteristica de cada cromosoniara ello, e seleccionaron cinco marcadores:
D21S270, D21S11, D21S1270, D21S1411 y D21S: Primeramente se aplicé una
variante dda técnica de hibridacién in situ (ISH) utiliza, consistente en revelar la
preparacion con un métodolorimétrico que permite visualizar los cromosorea
interfase como un precipitado de color azul, rojanarron segun el sister
colorimétrico utilizado. El sistema de microdiséccia su vez permite delimitar
region de interés (par de cromosomasximos) y mediante un pulso de laser cortar
e impulsar los cromosomas (porcion seleccionadda @apa de un tubo

microcentrifuga (ver Materiales y Métodos). diseccionaron los dos cromosomas
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préximos entre si den total de 14 células independies. En seis de los 14 nucleos,
los cromosomas préximos estaban yuxtapuestos ddugklr a un territoric
cromosémico visiblemente de mayor tamafio en irgderfenientras que en los oc
ndcleos restantes los dos territorios estaban masi(Fig 52). Como control se

utiliz6 ADN total de los mismos linfocitos trisénais usados para IS

Fig. 52. Microdiseccién de cromosomas en interfase. Los osmmas 21 se visualizan como
precipitado de color azul mas oscuro. En la céBuldos cromosomas 21 estan [imos entre si,
mientras que en la célula 13 los cromosomas estéaguesto:

Un andlisis preliminar utilizando ADN de linfocito®rmales y linfocitos trisémicc
revel6 que los marcadores D21S1270 y D21S1411taesnser no informativos, es
decir, nose detectaron variantes polimérficas de estos satétites en los dos tip
celulares, mientras que los otros tm@srosatélitesrestantes resultaron informativos.
Sin embargo,una segunda prueba control para determinar laidtied de le
técnica deamplificacién primaria revelé que los marcadoresl®P1 y D21S27
tampoco son informativos cuando la PCR especifica se meatian materie
previamente amplificado de manera inespecifica. nimlo que Unicamente
microsatélite D21S1435 resultd apropia@ra el presente estudio.

Una vez seleccionado el marcador se efect PCR especifica para D21S1435 y
los productos de amplificacion se sometieron atrelfresis en gel de agaroal

2% y se observo la presencia de una banda de a@damente 2( pb (Fig. 53).
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D2151435 - T:_— Fig. 53. Imagen del gel de agarosa obtenido de la
— i o S migracion del producto de PCR especifica par
Neg Pos M microsatélite D21S1435 en la muestra N7. |

control negativo de agua; Pos, control positivo;
marcador de peso molecular. Los productos ¢

— PCR especifa migran en la regién
correspondient

Dada la insensibilidad para discriminar las dosiavaes polimorficas, |
determinacion del tamafio de cada fragmento sezoeatiediante electrofores
capilar en un bioanalizador (Bioanalyzer 2100, égfilTechologies) de acuerdo
protocolo establecido por el fabricante. Los pocilles dispositivo de electrofores
(Agilent 1000 DNA Reagents) se cargaron ¢ ul de cada muestra y se migraron
por espacio de 30 minutos y los resultados se lizamadirectamente como 1
electroforegrara en el ordenador acoplado al equiEl programa computacional
(Bioanalyzer 2100) permitié determinar directamegitamario del/ los fragmentc
obtenido por PCR especifica. La utilizacién de esitzosatélite (D21S1435) con
marcador para la identificedn de los cromosomas 21 en la linea celularrtricé
permitié determinar que en ésta coexisten dos nt@gapolimérficas de 1! bp y
195 bp respectivamente. Es decir, aparentemente pdea mgrosatélite do
cromosomas contienen alelos iguales y tomosoma tiene un alelo de distinto

tamano (Fig. 54).

ADN .
D2151435 wtrisémico D2151435 i .,APN Fig. 54. Electroforegramas de dos
trisdmico
I WGA muestras de ADN que denotan la
|t presencia de dos variantes
| polimérficas del marcador D21S1435
| I_I || en las células trisémicas.
'.,_ -
184-195pb 184-1950b

De los 14 pares cromosémiadiseccionad¢, se obtuvieron resultados concluyentes
solo en 5 células. En cuatro de ellas los cromosqgmoeaicionados en proximid:

dieron como resultado prodos de PCR que migraron dando un solo pico ¢

142



RESULTADOS

electroforegrama (Fig. 55B),iemtras que en un caso, se observaron dos

1 D2151435 o i

Fig. 55. Imagen de microdiseccion de tbsmosomas 21 6ximos (A). Electroforesis digital, en el eje
de las ordeadas se representan las unidades de fluoresgeelciamario de los fragmentos en bp €
eje de las abscisas. Los picos inicial y final @spntan un control interno de migracion. En lalaén

se observa un pico Unico, que indica la presenel nismo alelo en los dos cromosomas
diseccionados (B).

IV.4  Expresion celular de losgenes DSCI

La herencia de copias adicionalls cromosorrs hace pensar en la modificacion
del nivel de expresién de los genes que mapeanodd@tisos cromosomas. A este
respecto, y con el objeto de estudiar la expresiégehes en células con ganan

del nimero de copias cromosdémicas realizamos ulisisnde ARN y de protein
tanto en células de ratén con diferente®les de ploidias como en células humanas

normales y trisémicas.

IV.4.1 Expresion de proteinas en células de |

El andlisis de las proteinas Socsl, Sodl, Dscr3rkla en células de raton c
diferente nivel de ploidia se realiz6 mediaiWestern-blot. Se obtuvieron y
procesaron los extractos protescde las lineas celulares G7 y NIH3T3, como
también de neuronas en cultivo primario. En todos tasos se sometio
electroforesis la misma cantidad del lisado proteite cada linea celular, se
transfiri6 a lasmembranas apropiadas y las proteina revelaron con los
anticuerpos correspondientele acuerdo a los protocolos descritos en la secig
Materiales y Métodos. Se utiliz6 como control degeeel perfil de expresion de
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proteina gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasadpB) que cambia su expresion
de manera proporcional con la ploidia (Fig. 56).

El nivel de expresidén de Sod1l fue relativamentélairen G7, NIH3T3 y el cultivo
primario de neuronas. Por el contrario, el niveledpresion de la proteina Dyrkla
fue distinto en los diferentes tipos celulares iandbs. El nivel de la proteina
Dyrkla es superior en neuronas respecto de losbfdstos, pero también se
observaron diferencias de expresion entre lasakbn diferente nivel de ploidia
(Fig. 56).

G7 NIH3T3 NEU

Fig. 56. Expresion de las
i | Dyrk1a (90 kDa) proteinas Sodl y Dyrkla en
fibroblastos G7 (diploides),
NIH3T3 (triploides) y en
neuronas (diploides).

- - —_—

— —  —1 S0 (23 kDa)

El mayor nivel de expresion de Dyrkla en las neagsquodria deberse al hecho de
que este tipo celular fue extraido de cerebro dbriemes de ratén, donde la
proteina juega un papel importante durante el ddkar Por otro lado, las
diferencias en el nivel de expresion de Dyrklaechis dos tipos de fibroblastos
podrian estar relacionadas con la dosis génicasEatalisis revelaron que la
expresion de las proteinas codificadas por losgfeoesly Dscr3es muy baja, a un

nivel practicamente indetectable con los anticugggo método utilizados.

IV.4.2 Cuantificacion de ARN en células poliplasde

Con el objeto de estudiar el efecto de la dositoslggenesSocsl, Sodl, Dscrg
Dyrklaen la expresion de ARN, se realiz6 PCR cuantdativ fibroblastos de raton
con diferente nivel de ploidia y en neuronas dévad primarios.

Este andlisis reveld que el nivel de transcripdéros geneSocsly Dscr3era muy

bajo. En efecto, se necesitaron un elevado numercalbs de amplificacion (Ct)

144



RESULTADOS

para detectar el mMARN distos genes. Estos resultados son concordantésscoe

la expresidon de proteinagescritos en  parrafo anterior. También en concordancia
con los datosbtenidos a nivel protei, los valores de Ct obtenidos pé&adl y
Dyrkla fueron consistentes cda nocionde que estos genes tienen un nivel de
transcripcion superior &ocsly Dscri. Para el calculo deAACt, los valores
absolutos de cada gen se normalizaron respectwabiel de Ct deGadphutilizado
como control. La expresion relativa 8edly Dyrklaen neuronas y en fibroblastos
con diferente nivel de ploidia se obtuvo comparéelos valores de\Ct respecto del
promedio de las muestradACt). Finalmente para obtener el valor del nivel
expresion, se aplicé la formuld™2“? que realiza la conversién de los valores
logaritmicos de fluorescencia obtenidos en la dioation dela PCR, en unidades
de expresion de ARN. Los resultados se representmounidades arbitrarias
expresion relativa de ARN entre las diferenteslaglde ratgr(2 ™4t (Gt gen de estudio -
CtGadehy "(Fig. 57. Para comparar estadisticamente los es de expresion se aplico
la prueba de la t-Student y lealores de < 0,05 se consideraron significativos. La
expresion de ARN de los gen8sedly Dyrklaresultd significativamente superior
en las neuronas que en los fibroblastogntras que el nivel de expresion de estos
genes fue similar en los fibroblastos con diferemtel de ploidialo que indica que

el aumento de la dosis génica no se traduce eruonerdo de la expresion
MARN deSod1ly Dyrkla

4 G7 HENIH3T3 HENeu

4 *k Fig. 57. Nivel de expresion
relativa de ARN en unidades
arbitarias (UA) de los gen&ondl
y Dyrklaen las células de ratén
G7 (diploides), NIH3T3
(triploides) y en neuronas.

Expresion (UA)
N

Sod1 Dyrkla
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Dyrklaes uno de los genes que componen la DSCR y suigimopliega un papel
relevante en el desarrollo del sistema nerviosdraeen condiciones normales.
Debido a esto, actualmente se considera que elquitbdo de dosis estaria
relacionado con el desarrollo de los signos, defiia mental entre otros, que
caracterizan al Sindrome de Down. Los estudios igigildicion de genes en el
nacleo interfasico revelaron que el gegrkla ocupa una posicién central en las
neuronas de embriones de ratén e intermedia eobfdstos G7 y NIH3T3. Sin
embargo, el nivel de transcripcion de este gersigi@ficativamente superior en las
neuronas con respecto a los fibroblastos triploigépatron fue similar para el gen
Sodl La posicion radial d&odlen el nacleo en interfase de las neuronas, los
fibroblastos G7 y NIH3T3 fue intermedia, y el nivag expresion del mARN fue
superior en las neuronas que en los fibroblastetosEresultados indican que la
ganancia en el nimero de copias génicas no proeaatbios en el nivel de
expresion. El mayor nivel de expresion detectado lem neuronas muy
probablemente esté relacionado con la funcién @l durante el desarrollo

embrionario, mas que con el nimero de copias.

IV.4.3 Nivel de proteinas en las células humams@uicas y trisbmicas

Con el objeto de determinar el nivel de expresited proteinas SODADYRK1A

en células humanas se llevé a cabo la técnica dedtéfh-blot. Los extractos

proteicos utilizados para la separacion electréiftaéen gel de acrilamida se
obtuvieron de la linea celular de linfocitos GM08{dlisdmica) y de la linea celular
4710-176, derivada de una persona con Sindromeod&.C5e migraron cantidades
similares de lisado proteico y la deteccion sezéalon los anticuerpos apropiados
de acuerdo a los protocolos descritos en la sed#dvateriales y Métodos. Como
control de carga se utilizo el perfil de la proselBADPH (Fig. 58). Este analisis

reveld que el nivel de expresion de la protein®@®1 era similar en los dos tipos
de linfocitos. Por el contrario, el nivel de expbesde DYRK1A fue diferente entre

los dos tipos de linfocitos, y los experimentosetason que las células trisomicas

poseen un nivel mayor de esta proteina respedasaisomicas.
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Normal Trisomia 21

- Fig. 58. Expresion de las
. '-—-'l DYRK1A (50 kba) proteinas SOD1 y DYRK1A

en linfocitos disomicos y

| | SOD1(23 kba) trisémicos.
——4 GADPH (38 kDa)

IV.4.4 Transcripcion d8OD1y DYRK1/ en células humanas

El analisis protedbmico demostré que la expresionDY¥RK1A podria resulta

sensible a la dosis de genes, mientras que ., a pesar del aumento en el nimero
de copias del gen, no mostré cambios respectesd=lalas normales. Con el obj
de esudiar mas detalladamente este fendémeno, se dateshhivel de expresion ¢
SOD1 y DYRKl1lAmediante PCR cuantitativa en células de la linea0&NI4
(normal) y 471076, (trisdbmica). Se realizarctres experimentos independientes,
utilizdndose como contrgara la normalizacion de los valores de expresié
SOD1 y DYRK1AACt) el gen que codifica para la fosfoproteina ribosoétadlia
PO, 36B4 EIl valor deACt promedio obtenido paiSOD1fue de 6 ciclos, mientras
que paraDYRK1Aresultdé en lXkiclos en linfocitos normales. Esto indica que
nivel de transcripcion d8OD1es en términos generales mayor que eDYRK1A

y a su vez estdn en concordancia con los resultalbienidos para las proteil
respectivas. Para determinar si la dosis de geees efecto en la expresionl
MARN, se compararon los datos ebepresionrelativa deSOD1 y DYRK1/4en la
linea celular normal con los de la linea trison En la figura 59 los resultados se
representaron en unidades arbitrariasla expresion relativa de ARN entre las

diferentes células humanaspartir de la formula (T4t (Ct gen de estudio - G6B4

, que
demuestran que hay un aumento relativo de la eégprete estos genes en
linfocitos trisobmicos respecto de los disémicosg: 59). Aplicando la prueba
estadistica t-Student (p < 0,0&gnificativo), se encor6é que la diferencia en el
nivel de expresion d8OD1no eraestadisticamente significativa a pesar de la ¢

extra del gen (p = 0,227), mientras quea copia adicional del glDYRK1Aresultd
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en un aumento estadisticamente significativc = 0,023) en el nivel de

transcripcion.

& Normal ETrisomia2l
2 Fig. 59. Transcripcion de los genes
SOD1 y DYRK1A en células
humanas disémicas y trisémicas.
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De manera similar a lo realizado con las célulagadén, nos preguntamos si
nivel de transcripcion podria guardar relacion tomosicion de los genes en
espacio nucleainteresante destacar (la posicion radial dBYRK1Aes similar en
las células disomicas y trisébmicas, por lo t¢ podria considerarse que el mayor
nivel de expresiorestaria relacionado con la dosis génica. Por adw,| los
resultados del andlisis de la distribucion radeSOD1mostraron que en las células
trisdmicas el gen sufre un desplazamiento hacjgeltderia. Dado que esta regi
nuclear se ha considerado erertas ocasiones como menos para la
transcripcion, se podria especular que el menael e expresion en el estes

trisbmico podria estaelacionado con la posicibn mas periférica del

IV.5 Distribucion espacial y expresion génic:

La distribucion espacial de los cromosomas y loegen el nlcleo en interfase
es aleatoria. Por otro lado, el proceso de trgmsi¢n ocurre en toda la extension del
nacleo celular, sin embargen interfase, las enzimas especializadas y los lejus
proteicos que intervienen en el proceso se coraemn regiones discretas. Er
ellos, la enzima ARN polimerasa Il (ARN pol 1l) foe dominios donde varios
genes son transcritos simultaneamente, tanto egi@sictualmente se considera

la distribucion espacial de cromosomas/genes eni@ko es principalmente u

consecuencia de las actividades del ger
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Con el objeto de elucidar la relacion de la disiribn espacial d80D1ly DYRK1A

con la funcién de estos genes, realizamos ADN-HIRIds especifico combinado
con inmunofluorescencia para ARN pol Il. En un ltata 59 nucleos de la linea
celular normal y 52 nlcleos de las células trisasiic se cuantificd
computacionalmente la intensidad de la fluoreseedei ARN pol Il en la region
donde localizan los genes y este dato se tomé dadioativo del nivel de la

transcripcion.

IV.5.1 ARN Pol Il en el nlcleo de las células dmeéas y trisbmicas

La distribucién de la sefal fluorescente correspmnd a ARN pol Il en el ndcleo
no resultdé homogénea. Se observaron regiones coyormaetensidad de
fluorescencia, debido a una mayor concentracidla @mzima, que a su vez estaba
asociado con un mayor nivel de actividad transwimd en esa region. La
observacién de las imagenes también revel6 quecitalo, la region perinucleolar,
la perinuclear y aquellas ocupadas por bloquesederdtromatina exhibian una
menor concentracion de la enzima respecto de wgignes del ndcleo (Fig. 60A),
lo que podria corresponder con regiones de mernoidaa transcripcional en el
nucleo. En las células disdmicas se detectd sefigdRN pol Il en un 65% del
espacio nuclear, mientras que en las células tits®men un 58%. La prueba
estadistica t-Student con valores de p < 0,05 dieéngse la extension de la sefial
de ARN pol Il en los linfocitos trisémicos resultignificativamente inferior a la de
las células disomicas (p = 0,00). También la intims promedio de la sefial de
ARN pol Il result6 significativamente menor en logocitos trisémicos que en los
linfocitos normales (p = 0,00) (Fig. 60B). Consml®lo que el proceso de
transcripcion no es uniforme en todos los nuclea@®1y el objeto de comparar la
intensidad de ARN pol Il en las sefiales genétmasjtilizaron valores relativos de
la intensidad de ARN pol Il en la regién de interéspecto de la del ndcleo

correspondiente.
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Fig. 60. Distribucion de ARN pdl en el nacleo en interfase (A). Volumen ocupado ARN pol Il er

el nicleo e intensidad de fluorescencia promedia defial (B)

IV.5.2 Intensidad de ARN Pol Il en los loci SOD1y DYRK1A
El grado de colocalizacién de ARN pol Il con laadicLs especifica se determind

midiendo la intensidad de fluorescencia de la eaziontenida en la sefial FISH
SOD1y DYRK1A Se obtuvieron imagenes confocales en cuatro esudal diferent
longitud de onda que correspondieron al nacleadtef@ion DAPI (43 nm), las
sefales FISH d80D1(480 nm,verde)  DYRK1A(rojo, 535 nm) y la de la enzima
ARN pol Il (cyan,630nm) de 59 nicleos normales y 52 trisémicos. Besaarta
diferencias en la intensidad de ARN pol Il causguadas variaciones en el tame
de la sefal de FISHse utiliz6 para el analisiun valor del volumen relativo del
locus respecto del volumen nuclear. La comparaeitadistica de los datos
tamafo deSOD1y DYRK1Aen las células normales y en las células trisés
mediante la prueba t-Student (p &05; significativo) revelé que no habia
diferencias significativas en el volumen de lasateside estos dos gene = 0,07 y
p = 0,11), respectivamente (Fi§lA). Sin embargo, cuando se consideraror
valores relativos, el tamafio de dafial deSOD1 en linfocitos disémicos resulté

menor (0,12%) que el de la sefial en linfocitosbmigos (0,15%) ( = 0,00),
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mientras que el volumen de la seBYRK1/ se mantiene en un valor intermedio de
alrededor del 0,14%, similar en ambos tipos ceares (p = 0,17). La variacion en
el volumen de la sefial d8OD1 en los linfocitos trisomicos respecto de
disémicos podria estar relacionada con posibledbiceren la compaction de la
cromatina en el locus, es deain mayor tamafio de la sefial pa considerarse
asociado a unarganizacion mas laxa de la cromatina que permitinayol
actividad transcripcional. Cabe destacar, sin egu, que las sefales deOD1
tenian aspecto difuso y estabaompuestas por varias sefiales mas pequ
mientras que las d®YRKI1A fueron mas uniformes en la distribucion
fluorocromo. Subsiguientemente, se determind lizidad transcripcionein situ de
los genes midiendo la intensidad de ARN pol Il es loci deSOD1y DYRK1A.
Estas se expresaron en unidadestikgs de intensidad de fluorescencia prom
en el locus, respecto de la misma medicion corredipate al nucleo complet
Tanto en las células disémicas como en las triszsniel nivel de ARN pol Il e
SOD1resulto significativamente menor que la entrada en los lodDYRK1A(p =
0,00) (Fig. 61B), por lo quBYRK1Apodria tener una mayor concentracion d

enzima, seguse observé mediante un aumento de la intensidddRtepol Il en el

locus.
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Fig. 61. Volumen relativo de las sefial8©D] y DYRK1A en células dis6micas y trisémicas.
Intensidad de ARN pol Il relativa en el locus.
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Adicionalmente, la comparacion estadistica detlengidad de ARN pol Il entre las
células disémicas y las trisobmicas mediante t-Stuie< 0,05; significativo) reveld
que en los locBOD1el nivel de ARN pol Il era similar en ambos tipmdulares (p

= 0,35), mientras que el nivel de ARN pol Il en Ilésci DYRKI1A fue
significativamente menor en las células trisémipas en las células disémicas (p =
0,00).

IV.5.3 ARN Pol Il y distribucion relativa entredmenes

La observacién de las preparaciones FISHS@D1y DYRK1Arevelé que las
sefales de estos dos genes en uno de los cromoseraasontraban alejadas entre
si, mientras que las del otro cromosoma se endamrparcialmente solapadas.
Dicha organizacion diferencial dentro del mismo ledcsugirié que el estado
transcripcional de los genes podria determinaratifédas en la compactacion de la

cromatina y el nivel transcripcional (Fig. 62).

Normal

Trisomia 21

Fig. 62. Serie de planos del eje Z de imagen cahfdeSOD1y DYRK1Aen el nicleo de una célula
normal y de una célula trisomica. Diferencia ergeldo de compactacion de las sefiales separadas
respecto de las que se encuentran solapadas.
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El andlisis de estas imagenes reveld que en latesafiarcialmente solapadas no se
pueden discriminar las sefiales de ARN pol Il deagatb de los genes. Ademas, se
detectd superposicion completa de ARN pol Il a medjue aumentaba el grado de
colocalizacién entr&OD1y DYRK1A sugiriendo que existe una actividad conjunta
cuando los genes se encuentran solapados enfersotro lado, en las sefales
alejadas, los niveles de ARN pol Il en los I&®DD1y DYRKI1A resultaron
diferentes, siendo generalmente mayores en la sE&@lYRK1A Por ello, se
compararon los valores de intensidad relativa d&l ABI Il enSOD1y DYRK1Aen

las sefales que colocalizan y en las que no lonhd@8e consideraron sefales
parcialmente solapadas cuando presentaron yuxtapogin un 20% de ambas y la
intensidad de ARN pol Il se expres6 en unidadeativels de intensidad de
fluorescencia respecto de la intensidad de la eneimtodo el nucleo. Aplicando la
prueba estadistica t-Student (p < 0,05; significdtpara comparar el nivel de ARN
pol Il en estos dos tipos de organizacion en cglularmales y trisomicas, se
encontré que no hay diferencias significativas lemwel de ARN pol Il en los loci
DYRKZ1Atanto en células disémicas (p = 0,87) como trisésip = 0,20). Es decir
la intensidad de ARN pol Il en la region donde lzeaeste gen es similar ya estén
las sefiales yuxtapuestas o alejadas.

En el caso de los 1080DJ, sin embargo, se detectaron diferencias signifiasten

la intensidad de ARN pol Il. De modo que en lasiledl normales la intensidad de
ARN pol Il fue mayor en la region donde la sefial $®D1 se encontraba
parcialmente solapada con lald¥RK1A(p = 0,04). De igual manera, en las células
trisomicas el nivel de ARN pol Il fue mayor en albpge sefiales que se encontraban
solapadas con las d@YRK1A(p = 0,000). Estos resultados indican que la pwsic
relativa entreSOD1 y DYRK1Aodria estar relacionada con el nivel de ARN pol |
en el locussOD1(Fig. 63).

153



RESULTADOS

Norma Trisomia 21
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Fig. 63. Andlisis de intensidad @€:N pol Il en las sefales (SOD1y DYRK1Aalejadas y
parcialmente solapadas entre si en células disémit@gsomica:

Con el objeto de estudiar mas detalladamente daicel entre el nivel de ARN p

Il con la distancia relativa ent&D1y DYRK1Aen el nicleo interfasico, se midio
computacionalmentka distancia real entre los genes y la intensidad®N pol I1.
Se determiné anteriormente que el radio promediouda sefial FISHera
equivalenteal 5% del diametro nuclear (% y que un valor de distancia entre
sefales inferior al 8%D erquivalente a yuxtaposicion de sefales. Tomanc
cuenta este criterig, los valores de intensidad relativa de ARN p, se determiné
que en las sefiales que estaba el territorio cromosémico a una distancierior

al 8%, la intensidad de ARN pol Il en el locus SOD1era un 90% de la de
DYRKI1A tanto en células normales como trisén, mientras que cuando se
encontraban separadas, la intensidad de ARN pah SOD1descendié hasta un
74% en las células disdmicasigsta ur76% en las trisomicas respectoR¥RK1A

El andlisis estadistico mediante la prue-Student (p < 0,05; significativo) reveld
que este cambio esstadisticamente significativo = 0,000) (Fig. 64).

Estos resultados sugieren que laigiés relativa entre<SOD1 y DYRK1Ajuardaria

relacion con el estado transcripcional de los g
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Fig. 64. Intensidad de ARN pol Il relativéS0DJ respecto d®YRK1Aen las sefales proximas (<8%)
y en las sefales alejadas (>8%).

IV.5.4 Nivelde ARN Pol Il y posicién radial cSOD1y DYRK1A

El estudio de posicion radial de los geneslas células disémicas y trisémicas

revel6 que SOD1 se trasladatecia la periferia nuclear en presencia de unaa
adicional, mientras que DYRK1A no presaba cambios con respecto a los
linfocitos normales. Para describir la relacionrené posicion radial de SOD1
los linfocitos trisémicos con la actividad transcripzab, analizamos la intensidad
ARN pol Il en las sefiales de SOD1 y DYRK1A que secntraron en un posicion
radial comprendida entre 6080% del diametro nuclear (intermedia), como
también en aquellas que se encontraron en una@ogieriférica en el nucleo (-
100%). El porcentaje de sefales de SOD1 y DYRKI1&lgoalizan en una picién
intermedia en el ndcleo resulté similar (44% y 4%5éspectivamente), mientras ¢
la proporcion de sefiales periféricas de SOD1 fpersar a lis de DYRK1A (28% y
12%, respectivamente) (Fi5A). Se compararon estadisticamente, median
prueba t-Student (valores de p < 0,0&iQnificativo), los valores de intensidadla
ARN pol Il relativa de los genes posicionados imd@nente respecto de |
posicionados periféricamente y se encontré que glagen DYRK1A el nivel di

ARN pol Il no vari6 correspecto de la posicion radial que ocba en el ndcleo en
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interfase (p = 0,19), mientras ques Isefiales periféricas de SOD1 presentaron
niveles significativamente inferiores de ARN polgllie las que se encontraron
una posicion intermedia en el niel§ = 0,000) (Fig. 65B). Estos datos sugieren
que el estado transcripcional de SOD1 podria estacionado con la posicic
radial. En otras palabras, el cambio en la posicastial de SOD1 en las célul

trisbmicas podria estar relacionado cma menr actividad transcripcional del gen.

A £SOD1  =DYRK1A B L1 60-80%Rn = 80-100%Rn
60 - 2
<
50 2 *k ns
" —
] = — 15 I,
T 40 : — g I %
'S | — > = Lo
v 30 | _ z 1 |k [—
X [ (-] < | . |
20 — — g — —a
[ i i < 05 | =
10 | — | c | |
I [ — I [ — [l I [ — [ —
[ [ i == 9 i == =2
0 —_— —_— = 0 —_— —_—
60-80%Rn 80-100%Rn SoD1 DYRK1A

Fig. 65. Proporcion de sefiales$@D1y DYRK1/ en los linfocitos trisomicos (Rn, radio nuclear) en
las regiones intermedia (60-80%)Rnperiférica (8-100% Rn) del nacleo (A). Nivel de ARN pol Il en
unidades arbitrarias en los I@DD1y DYRK1A(B).

IV.6 Resumen de los resultados

* Las ganancias de cromosomas individuales no inn cambios sustanciales en el

volumen del nicleo en ldimfocitos trisémicos humanc

« Las ganancias de complementos complde cromosomas en las células de ratén
resultanen un incremento del tamafio del nicleo. Sin embagje incremento r
guarda una relacién proporcional con la cantidadndéerial genético adicion

presente en las células.

* Los territorios cromosémicosyb6 se disponen en el ndcleolos fibroblastos de
ratbn en una regidn proxima a la periferia, mientgue los territorios
cromosomicos 15 y 168e encuentran en un intervalo intermedio en elem

celular de los fibroblastos G7.
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« El incremento en el nivel de ploidia trae aparejadacambio en la distribucion
radial de los territorios cromosémicos 5, 6, 156yréspecto de los fibroblastos
diploides G7. En general, se observa un desplapamiecia la periferia nuclear

de estos cromosomas.

* Los genesSocs] Sodl Dscr3 y Dyrkla que mapean en este orden sobre el
cromosoma 16 de ratpocupan una posicion radial preferentemente mégaten
en el nacleo de neuronas primarias que en fibrtddate raton. Esta diferencia de
localizacion de los genes entre células epiteliglesesenquimales se considera

relacionada con la especificidad tisular de larithistion de cromosomas y genes.

« El comportamiento mas destacado lo presenta eDgekila que en las neuronas
localiza preferentemente en la parte central dellealy en los fibroblastos
proximo a la membrana nuclear. Este gen se eneuertivado durante el
desarrollo del sistema nervioso y su posicionarieant la region interior del

nucleo en las neuronas podria estar relacionadasterestado.

* La posicion radial de los gen&scs]1 Sodl Dscr3y Dyrklaen los fibroblastos

G7 y NIH3T3 es similar, independientemente del Inieploidia de las células.

e Los genesSOD1y DYRK1Aque mapean en la DSCR del cromosoma 21 humano
localizan preferentemente en una region intermedial nucleo de los linfocitos
normales. En el estado trisémico el g8rRK1Aconserva esta posicion, mientras
gue el gerBOD1se traslada hacia la periferia nuclear. Es diecpresencia de un
cromosoma 21 adicional en el nucleo no afecta a@ imodo a los gen&0OD1y
DYRK1A

* Los genes murinoSocsly Dyrkladistan 84 Mpb entre si en la secuencia (genes
distantes) y la separacion enBedly Dscr3es de 4,5 Mpb (genes proximos). La
distancia 3D entre los genes en el nlcleo intexdéss mayor en las neuronas que
en los fibroblastos, independientemente del nieepldidia, o que sugiere que la
posicién relativa entre los genes en interfasecgaestar relacionada con el tipo

celular, al igual que la posicion radial.
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 La distanciaSocs1-Dyrklay Sodl-Dscr3en el ndcleo de las células triploides

NIH3T3 es menor respecto de las células diploidés G

« En humanos la distancia que sefa@D1y DYRK1Aen la secuencia gendmica es
de 5,7 Mpb (genes proximos) y la distancia enti®segenes en el nucleo
interfasico es similar en los linfocitos normalesrylas células con un cromosoma

21 adicional.

* DYRK1Aexhibe una mayor concentracion de la enzima ARNIRpe SOD1len

el sitio de transcripciorianto en las células disbmicas como en las trisgsnic

e Los sitios de transcripcion d8OD1y DYRK1A que colocalizan comparten
conjuntamente el complejo ARN pol Il. La concenittaade la enzima (intensidad
de la sefal fluorescente) disminuye significativateeen SOD1 cuando las

sefales se encuentran separadas.

» SOD1ocupa una posicién mas periférica q@¢RK1Aen las células trisomicas y
la relocalizacion d&OD1hacia la envoltura nuclear podria implicar un hile
actividad transcripcional del gen menor, es decpdsicion espacial de los genes
SOD1y DYRK1Aen el nucleo interfasico actuaria como un fagteolucrado en

la modulacién de la actividad génica.

 Existe una tendencia de asociacion de los cromasérgeb en los fibroblastos G7

(diploide), que se mantiene en otros fibroblastdplwides.

* Los cromosomas 15 y 16 se encuentran posicionadesteecha proximidad en

las células G7 y también en las células triploldg4$3T3.

« En el ndcleo interfasico de las células triploidd$H3T3 la distribucion
topografica relativa entre los alel@ocs, Sodl, Dscrg Dyrkla mas frecuente
consiste en dos sefales proximas entre si y uo dietante. Los linfocitos
trisomicos humanos exhiben una distribucion tridisienal de los alelos de
SOD1y DYRK1Aidéntica. Adicionalmente, el analisis de cortestdidgicos de
tejido cerebral embrionario de pacientes con Sindrde Down demostré que la

distribucion espacial descrita se correlaciona loogque ocurrein vivo para los
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alelos de DYRK1A Es decir, esta tendencia de asociacibn de logsgen
involucrados en el desarrollo de los signos y siadel Sindrome de Down esta
conservada entre las células humanas y de ratégar@ancias del cromosoma 21

en humanos y del 16 en raton.

La identidad de los cromosomas que localizan eredss proximidad en las
células trisémicas no siempre es la misma. Sin egobaxiste aparentemente una
mayor tendencia de los mismos cromosomas a poarsierproximos entre si 0
yuxtapuestos en el nacleo interfasico de las cglnilsomicas.

El nivel de proteina Sodl es relativamente sinelaros tres tipos celulares de
ratén. Mientras que la expresion de la proteinekDyres mayor en las neuronas
gue en los fibroblastos, en la que esta diferemciantitativa podria estar
relacionada con el papel de la proteina en el dakadel tejido nervioso central.

El nivel de mARN de los gené&odly Dyrklaen las neuronas es mayor respecto
del de los fibroblastos y probablemente esté retaxio con la funcion del gen
durante el desarrollo embrionario, mas que comielaro de copias.

No se detectaron diferencias aparentes en el dévéds proteinas y de mARN de
Sodly Dyrklaentre los fibroblastos de raton diploides y trighés.

En las células trisbmicas humanas el nivel de sigmede mARN del geSOD1
con respecto de las células normales es menooquiEDYRK1A

La posicién radial d®YRK1Aes similar en las células disémicas y trisémipas,

lo que podria considerarse que el mayor nivel deeskdn en el ultimo tipo

celular estaria relacionado con la dosis géniaaposicion central.

El genSOD1sufre un desplazamiento hacia la periferia ercdhdas trisomicas y
su menor nivel de expresion aun en el estado titsdpodria estar relacionado

con esta localizacion.
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DISCUSION

V.1 Nivel de ploidia y tamafio nuclear

El genoma se encuentra altamente organizado eickdnde las células eucariotas.
El empaquetamiento de la informacion genética, faadia en el ADN, es un
aspecto critico en biologia celular y puede sersidemado el primer nivel de
organizacién del genoma. En efecto, las moléciga&@N de una célula extendidas
alcanzarian a medir hasta un metro y de no exatorganizacion no cabrian en el
nucleo en interfase de unas pocas pm de tamario.

La cromatina ocupa aproximadamente la mitad deimeh nuclear, mientras que el
espacio restante contiene estructuras nuclearesorgpanentes moleculares
implicados en la funcién y en la organizacion dahg@ma de manera dinamica. La
relacion entre el volumen del nicleo celular ydatdad de material genético que
porta la célula es conocida desde los comienzda diogenética como disciplina
cientifica (Zink y cols., 2004).

La relacion de tamafio nucleo/citoplasma es un petrdnusado por los patélogos
para el diagnéstico del cancer. Sin embargo, nchhgta que se conocié que las
células tumorales frecuentemente tenian alteragiemela cantidad del material
genético que estos cambios en la relacién nucteplasma se adjudicaron a un
aumento del tamafio del nicleo consecuente coméngia de material genético.

En el presente trabajo investigamos la relacioreegittamario del nucleo y el nivel
de ploidia, midiéndolo en células con gananciasrdenosomas aislados (células
trisbmicas) y con ganancias de sets completosarozomas (células poliploides).
En el caso de células con ganancia de un Unicoosama, como son los linfocitos
derivados de un paciente con Sindrome de Downeeis con trisomia para el par
21, observamos que la presencia de este cromostigianal no implica cambios
sustanciales en el volumen del nucleo de estecgpdar respecto de los linfocitos
disdbmicos. Mientras que un andlisis similar realizeen células de raton con
ganancias de complementos completos de cromosaenasstto que el tamafio del
nucleo resultaba significativamente mayor confoaueentaba el nivel de ploidia

de las células.
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Es de comentar, sin embargo, que este incremehtardafio del nucleo no guarda
una relacion proporcional con la cantidad de matgenético adicional presente en
las células. En efecto, el volumen del nucleo defilaroblastos triploides NIH3T3
es préacticamente el doble del volumen determinadla [as células diploides, pero
en las células tetraploides este parametro resdtésimilar al de las células
diploides. Esto sugiere que, ademas del contereddrgico, otros factores como el
estado transcripcional y otras estructuras inti@aves que podrian afectar en la
compactacion de la cromatina contribuyen a detemmehtamafio del nucleo.

Este fenomeno de aumento del tamafio del niclebssva muy frecuentemente en
las células tumorales con alteraciones en la cahtide material genético y
frecuentemente estd asociado a alteraciones dstracteira de la cromatina, la
funcion celular y la regulacion de la transcripcgénica (Zink y cols., 2004). Sin
embargo, aun se desconoce de qué manera se eanumisicionados el tamafio
nuclear con los cambios en la expresion génicay\dhls., 2010).

Obviamente, el tamafio nuclear por si solo no delsen un factor que determine la
funcién del genoma. Nosotros determinamos que Gokeas de los fibroblastos G7
y las neuronas primarias de raton tienen un volusireilar y, sin embargo, su perfil
transcripcional es totalmente distinto. Pajerowskiolaboradores propusieron que
mas que el tamafo, es la morfologia del nucleautarefleja la organizacion del
genoma Yy la funcién celular (Pajerowski y cols.020 En concordancia con esto
determinamos que las neuronas divergen de margmdicitiva en el radio del
nucleo con los fibroblastos embrionarios de rat@ny@sto resulta en las conocidas
diferencias morfologicas de los nucleos de estasstigos celulares, esférico en las

primeras y elipsoide en los fibroblastos.

164



DISCUSION

V.2 Ploidia y distribucién radial de cromosomas

Tal y como se mencionara anteriormente (ver Introshm), la cromatina que
constituye los cromosomas ocupa un volumen exaudienominado territorios
cromosomicos en el nucleo en interfase y éstoa@geatran distribuidos de manera
no aleatoria en el espacio nuclear de plantas ypaes (Parada y Misteli, 2002).
Més aun, en el nicleo se establecen patrones dmipagion espacial de los
cromosomas Yy los genes que resultan especificdesdeejidos (Parada y cols.,
2004).

Durante el desarrollo de la presente tesis se iéstaddistribucion espacial de
algunos cromosomas y genes en el espacio nuctestapdo particular atencion a
la relacion que guarda la posicion de los cromosoynkns genes en el ndcleo en
interfase con la funcién del genoma en las célal@uploides. Para ello se han
utilizado distintos tipos celulares de ratén, ndemay con ganancia de
complementos cromosomicos completos, pero con datipg aneuploide estable,
asi como células humanas normales y con ganardeaoteosoma 21 (trisomia 21).
El analisis realizado en células murinas diploideselé que los territorios
cromosémicos 5 y 6 se disponen en el nicleo déilosblastos de ratén en una
region proxima a la periferia, mientras que losittmios cromosdémicos 15y 16 se
encuentran en un intervalo intermedio en el nuckdolar. Estos resultados indican
que el tamafo de los cromosomas es un factor gtezndea su posicion y
concuerdan con los de Bolzer y colaboradores, gai@mostraron esta correlacion
entre la distribucion radial y la envergadura de tlerritorios cromosémicos en el
nucleo aplanado de los fibroblastos (Bolzer y ¢@B05).

La posicion de los cromosomas 5, 6 y 15 de ratdieen fue estudiada por Parada
y colaboradores en el nacleo en interfase de vagjados (Parada y cols., 2004).
Ellos encontraron, por ejemplo, que el cromosomales raton se dispone
preferentemente en el interior del nucleo en ldslas hepaticas, en la periferia
nuclear en las células de pulmén y en una posioci@nmmedia en los linfocitos. La
distribucion radial de los cromosomas 6 y 15 tamlmémbia entre las células de

pulmon y las células hepéticas, por lo que losrastmdican que la posicion radial
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de estos cromosomas en el nlcleo en interfasetaessipecifica de los tejidos.
Interesante destacar que se propuso que las céjuascompartian rutas de
diferenciacion presentaban similitudes en la distion radial de todos los
cromosomas, como por ejemplo las células grandpeqguefias de pulmon. Los
resultados obtenidos para los fibroblastos durahtiesarrollo de la presente tesis
concuerdan con lo postulado por estos autores aakrcque la posicion radial
especifica podria establecerse durante la difexeidei celular (Parada y cols.,
2004).

Nuestros conocimientos acerca del efecto de lan@geion especifica del genoma
sobre la expresion génica son aun escasos. Sinrgmbas datos cientificos
apuntan a que es la actividad transcripcional eebma la que puede determinar su
propia organizacion (Papantonis y Cook, 2010).

La descripcidén de patrones de distribucion de cemm@s ha sido realizada, en la
mayoria de los casos, en tipos celulares diploifias.el presente trabajo se
extendieron los estudios utilizando sistemas cedalaaneuploides. Nuestros
resultados indican que conforme aumenta el nivgbldiglia, la distribucion radial
de los territorios cromosémicos 5, 6, 15y 16 cambspecto de la posicion de estos
cromosomas en los fibroblastos diploides G7. Enegdn se observa un
desplazamiento hacia la periferia nuclear de estmmosomas, pero en las células
NIH3T3 la posicion de los cromosomas 6 y 16 egdigeente mas central que la de
los cromosomas 5 y 15. Los estudios también remelgue los cromosomas 5y 6,
gue poseen una distribucion radial similar enti@sedn las células G7, conservan tal
organizacién en las células poliploides, indicangioe podria existir cierta
asociacion estructural o funcional entre ellos.

Hasta el presente, la mayoria de los estudios $alyeganizacion de los genomas
aneuploides se realizaron en células tumoralestigoen la caracteristica de ser
inestables cromos6micamente, esto es sufren gasagcpérdidas constantes de
cromosomas. Cremer y colaboradores describierorpasicion radial de los
territorios cromosémicos 18 y 19 humanos en lalicedular HDLM-2, derivada de

un paciente con enfermedad de Hodgkin, y en cétidamdenocarcinoma de colon.
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Los cariotipos de estas lineas celulares son cgogplecon multiples
reordenamientos de material genético que resultantrisomia parcial del
cromosoma 19 en HDLM-2 y trisomia del cromosomafi8a otra. Sus resultados
sobre la organizacion espacial de estos cromosdndisan que durante la
tumorigénesis se produce una alteracion de laluiston radial de los cromosomas
18 y 19 en el nucleo interfasico, mas aun adquieren posicion radial invertida
respecto de lo observado en las células no tunso(@emer y cols., 2003). Estos
autores propusieron que los reordenamientos cramioeé son causantes de tal
cambio en la distribucion radial de los cromosoeratas células cancerosas.
Nuestros resultados también apoyan la nocién delaygosicion radial de los
cromosomas en el nucleo cambia en los estados elelardia. Sin embargo, en
nuestro caso, la contribucién de las alteracios@sieurales de los cromosomas a
este fenbmeno no parece ser importante, ya qudrosiestudios se realizaron en
células no tumorales con cariotipo estable. Seagymolaboradores determinaron
la distribucién espacial del cromosoma 7 en célidaslas que introdujeron
artificialmente un cromosoma 7 extra y la comparaton la posicién del mismo
cromosoma en las células parentales diploides.sEstibores detectaron que el
cromosoma 7 introducido artificialmente, es degenerando una situacién de
aneuploidia, localizan en una posicion radial simih la de los homdlogos
(Sengupta y cols., 2007). Estos resultados sugiuerla ganancia de cromosomas
aislados tiene un efecto diferente al de la gamatieicomplementos completos de
cromosomas, es decir, sugieren que la arquitentieiear no sufre mayor distorsion
por la ganancia de un solo cromosoma. Sin emb&@aido demostrado que el
comportamiento en términos de distribucion espatgalas copias adicionales de
cromosoma X en células de pacientes con polisoesasompletamente diferente.
En un caso excepcional de polisomia XXXXY, los cosomas X adicionales se
localizaron yuxtapuestos a la membrana nuclear, prapablemente relacionado
con la inactivacion de los mismos, tendente a cosgrela dosis de genes (Petrova
y cols., 2007).

En conclusion, nosotros encontramos que la posiciin los territorios
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cromosémicos 5, 6, 15y 16 es preferentementedpieafen el nicleo de las células
poliploides y es tentador especular que estaloligtion de cromosomas podria jugar
un importante papel en la modulacion de la expregiénica en condiciones de
aumento de la dosis de genes. Cabe destacar tamhbrnalgunos procesos

moleculares tales como la reparacion del ADN, [aicacion, etc. ocurren en la

region de la envoltura nuclear de manera méas efeid?or ejemplo, las regiones
gendmicas con dafios de doble cadena relocaliznregion de los poros nucleares
donde se lleva a cabo la reparacion del ADN (Mdkph&loazed 2010), mientras

gue otros estudios han descrito que la replicagiprana o tardia de la cromatina
se asocia con la localizacion de cromosomas respmetla envoltura nuclear

(Hiratani y cols., 2008).

V.3 Ploidia y distribucién radial de genes

En este estudio se seleccionaron los g&oes] Sodl Dscr3y Dyrklaque mapean
en este orden sobre el cromosoma 16 de r&buns]l proximo al centrdmero
(16gAl), mientras queésodl mapea sobre 16qC3.Bscr3 y Dyrkla en 16C4,
préximos al telomero, la region sinténica con |l@ ge conoce como DSCR en el
cromosoma 21 humano. Los experimentos de 3D-FISkKea&aron en neuronas
(diploides), fibroblastos G7 (diploides) y fibrobtas NIH3T3 (triploides).
Encontramos que estos genes ocupan una posicidal, rateferentemente mas
central en el nacleo de las neuronas primariaseques fibroblastos de ratén. Esta
diferencia de localizacion de genes entre las @glepiteliales y las mesenquimales
fue descrita anteriormente y se considera reladean la especificidad tisular de
la distribucion de cromosomas y genes (Parada s/, c2004). EI comportamiento
mas destacado lo presenta el gByrkla que en las neuronas localiza
preferentemente en la parte central del nucleo jogribroblastos, proximo a la
membrana nuclear. Este gen se encuentra activadatdiel desarrollo del sistema
nervioso y su posicionamiento en la region intedigirnicleo en las neuronas podria
estar relacionado con este estado. En los fibrmdagstos genes se encuentran

desplazados hacia la periferia nuclear y estosltagleis correlacionan con lo
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descrito para el territorio cromosémico 16.

La comparaciéon de la posicion radial de los ge®ess] Sodl Dscr3 y Dyrkla
entre los dos tipos de fibroblastos, reveld qua ést similar en G7 y NIH3T3,
independientemente del nivel de ploidia de las@glEstos resultados sugieren que
la distribucion espacial de los genes estudiadasenoodifica por la mera ganancia
de material genético, mientras que el reposicioeatoi de los genes si ha sido
observado durante tumorigénesis o en respuestacegms fisiologicos como la
diferenciacion celular (Kimy cols., 2004; MeabyrMisteli, 2008).

El estudio 3D-FISH también se realizé para los gdnenanoSOD1y DYRK1A
gue mapean en la DSCR, en linfocitos normales ytrisomia 21. El analisis revelo
gue ambos genes localizan preferentemente en giten i@termedia en el ndcleo de
los linfocitos humanos normales. En la linea celdierivada de una persona con
Sindrome de Down, la posicion radial del d@iRK1Ase mantiene en la misma
region, mientras que el gé®0D1 se traslada hacia la periferia nuclear en estos
linfocitos trisobmicos. Es decir, la presencia deasomosoma 21 adicional en el
nacleo no afecta de igual modo a los geB@®1ly DYRKI1A Interesante destacar
que la posicion que estos genes adquieren emfositos humanos guarda estrecha
similitud con la que tienen los homodlogos en lagromas de raton. Anteriormente
se menciond que el posicionamiento de cromosomagenes en la region
perinuclear parece jugar un importante papel expaesion génica.

La localizacion de loci en estrecha proximidad ¢@mmembrana nuclear se ha
relacionado tanto con la activacion transcripciooamo con el silenciamiento
génico. En efecto, la interaccion o anclaje detaseregiones de la cromatina con la
lamina conduce al silenciamiento de algunos geneglelas animales. Las laminas
son proteinas filamentosas que forman una red adi@a la membrana interna del
nucleo, conectando los poros nucleares entreaftyibuyendo al mantenimiento de
la morfologia del nacleo.

Mewborn y colaboradores demostraron que mutaci@mesl gen LMNA que
codifica para las proteinas Lamina A-C perturbapdésicion en el nucleo del

cromosoma 6 y de genes especificos, que adquier@nposicion alejada de la
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envoltura nuclear y se dispersan en el nlcleo,epddi alterar su expresion génica
(Mewborn y cols., 2010). La relacion entre el siiamiento génico y la ldmina B de
la envoltura nuclear también se demostrd paradosgpspecificos de testiculo, en
Drosophila Mas aun, se demostr6 que deficiencias en la siprele esta proteina
por mutaciones del gen pertinente conducen a uarirento de la expresion de este
cluster de genes debido a la liberacion de los pssde su anclaje a la envoltura
nuclear (Shevelyov y cols., 2009). Obviamente,fette sobre la expresion génica
de la relocalizacién de genes en la periferia garer depender solamente de este
posicionamiento, sino también de la presencia dgorfes reguladores de la
cromatina y elementos de control de la transcrip@@ esa region (Mekhail y
Moazed, 2010). Justamente para abordar la cuedOmsi la proximidad a la
envoltura nuclear resulta suficiente para el siln@nto de dominios de cromatina,
Finlan y colaboradores relocalizaron de manerdicaali los cromosomas 4 y 11
humanos en la periferia del nicleo, mediante laoinlzacion de la cromatina con
la proteina LapR de la membrana interna del ndcleo, y demostranoa Iq
expresion de los genes reclutados, aunque no des,todisminuye como
consecuencia de este procedimiento. El efecto nodsnie se observa en las
regiones proximas al sitio de anclaje, aunque tdmbay evidencias de un descenso
en la expresion de los genes a lo largo del cromasta accién de las histonas
deacetilasas HDAC de clase I/ll presentes en l@dmegerinuclear, caracterizada
justamente por un estado de hipoacetilacion deolaatina, pueden intervenir en la
inhibicién de la transcripcion. Finalmente, los axa@s sugieren que en procesos
como el desarrollo embrionario y la diferenciacitanrelocalizacion respecto de la
periferia nuclear puede modular la expresion derdeéhados genes de manera
especifica, sin necesidad de afectar la actividgaldslgenes que lo rodean (Finlan y
cols., 2008). Otros autores, utilizando una teagi@lsimilar para relocalizar una
construccion compuesta por 256 copias del opeintagrada en la regiéon 1p36
del genoma humano demostraron que el reclutamamteste material genético en
la periferia podia resultar en la inhibicién dealdividad transcripcional (Reddy y
cols., 2008).
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Experimentos de FISH también han permitido demostenbios en la posicion de
una variedad de genes segun su estado transcdpcidros loci de
immunoglogulinas se trasladan desde la region eicaheterocromatina de la
periferia nuclear hacia el interior cuando ocutr@stivacion, o viceversa durante el
silenciamiento génico (Kosak y cols., 2002; Willemy cols., 2006; Takizawa y
cols.,, 2008b). ElI genDntt (DeoxyNucleotidylTransferaseTermipatiene un
comportamiento similar, cuando se encuentra siéelocdurante la maduraciéon de
los timocitos se localiza preferentemente en rexgode heterocromatina, que
pueden estar asociadas en la region perinuclearimupleolar(Su y cols., 2004). El
gen de Ig3-globina en raton sufre relocalizacién desde lafgréa hacia el interior
como consecuencia de la activacion transcripci@Raoczy y cols., 2006). Meister
y colaboradores midieron la posicién radralivo y analizaron la transcripcion de
genes marcados con el sistelameO/Lacl-GFP durante el desarrollo @e elegans
Observaron decondensacion y relocalizacion desdevaltura nuclear de algunos
promotores especificos de tejido posteriorment activacion de la transcripcion,
mientras que otros, incluidos algunos genes corage expresidnhpusekeeping
no cambiaron la posicidn respecto de la perifetielaar. Los autores concluyeron
que el reposicionamiento podria depender del tgpgah y también de la presencia
de factores reguladores de ese determinado loceist@Vy cols., 2010).

La heterocromatina que localiza de manera periaugjeel grupo de proteinas
Polycombse encuentran entre las principales estructurasamalres involucradas
en el silenciamiento de la cromatina. Los mecansspmr los cuales ejercen esta
accion implican la formacion de complejos de intifm mediante la unién de
factores de transcripcion tales como RB o KRAB gnm&ntos reguladores como
PRE @Polycomb Regulated Element ADN. El mantenimiento de la cromatina
inactiva requiere de mecanismos adicionales comdifibaciones epigenéticas de
las histonas, tales como la metilacion de la liSimke la histona H3, el reclutamiento
de la proteina de herecromatina 1 (HP1) y Suvar3(1V30H1) y también la
union de ARNs no codificantes (IARN, Xist/RepA, HAIR), que generan un

ambiente local de inhibicion de la expresion géfigeisel y Paro, 2011).

171



DISCUSION

En resumen, se ha detectado que la posicion deagyenes parece conservarse,
mientras que otros sufren relocalizacién en estddaaneuploidia. En los linfocitos
trisémicos el geMYRK1Ase comporta como los primeros, mientras que lecidos
del genSOD1 cambia haciéndose periférica respecto de lasasellisémicas. Es
tentador especular que este reposicionamiento gpadtar acompafiado por una
disminucion de la actividad y relacionarla con édidencia mental de los pacientes
de Sindrome de Down debido a una disminucion deafsacidad de eliminar
especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, essarecemucha mayor
experimentacion para fundamentar esta hipotesise @astacar nuevamente que la
proximidad a la periferia por si sola no pareceemeinar el resultado
transcripcional y que factores como el ambientedgeco y la presencia de los
complejos reguladores de un determinado locustegsnkcesarios para la expresion

génica.

V.4  Ploidia y posicion relativa de cromosomas y ges

La organizacion del genoma no aleatoria que seredsn el nucleo interfasico
también implica el establecimiento de relaciongsaeiales entre los territorios
cromosémicos. La descripcion de la posicion redatie cromosomas y genes unos
respecto de otros, o respecto de compartimentdearas, constituye una medida de
la organizacion que se encuentra intimamente ogladia con la funcion (Sexton y
cols., 2009).

Durante el desarrollo de este proyecto se midgn#acion relativa de cromosomas y
genes en células con diferente nivel de ploidia. ¢g®nes murinoSocsl, Dyrkla,
Sodly Dscr3 mapean sobre el cromosoma 16. Los dos primerdsnd&! Mpb
entre si en la secuencia (genes distantes) y tandia gendmica entre los dos
altimos es de 4,5 Mpb (genes proximos). Con el tobge estudiar la relacion
espacial entre ellos se midieron las distanciag@bbroblastos G7 y NIH3T3 y en
neuronas disémicas. Se detectd que la distancisepera los genes en el nucleo
interfasico es mayor en las neuronas que en losbldstos, independientemente del

nivel de ploidia. Estos resultados sugieren queokicion relativa entre genes en
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interfase parece estar relacionada con el tipdareli igual que la posicion radial.
Por otro lado, demostramos una menor distaBoigs1-Dyrklay Sod1l-Dscr3en el
nacleo de las células triploides NIH3T3, con regpele las células diploides G7.
Interesante destacar que, a pesar del aumentoolighen nuclear, los genes se
encuentran mas proximos entre si en el genomasdelalas con un complemento
adicional de cromosomas, lo que coincide con léssdde correlacion obtenidos, en
los que demostramos que los gerBexd1-Dscr3se encuentran proximos en la
secuencia genémica y presentan una mayor tendéea@rupamiento qusocsl-
Dyrkla y que este fendmeno es mas pronunciado en NIHB3i8s resultados son
consistentes con la nocion de que el descenso disténcia entre los genes en las
células NIH3T3, a pesar del aumento en el volumesclear, podria estar
relacionado con cambios en la conformaciéon de lkamatina del territorio
cromosémico 16 (Woodcock y Ghosh, 2010).

En humanos la distancia que sepa@D1ly DYRK1Aen la secuencia gendémica es
de 5,7 Mpb (genes proximos) y la distancia entresagenes en el nucleo interfasico
es la misma en linfocitos normales y células corcnamosoma 21 adicional. Sin
embargo, se observo q@0OD1ly DYRK1Apueden presentarse como un par de
sefales separadas o parcialmente solapadas graeicesuclear, y que el porcentaje
de colocalizacion aumenta de forma significativalasn células trisomicas. Se ha
postulado que esta colocalizacién de genes tienelgeto compartir estructuras
especializadas que se encuentran en nimero limiéspecto del nimero de genes
en el nucleo, para de esta manera maximizar leeeéi@a de la transcripcion.

Un ejemplo paradigmético de este comportamientgolastituyen los elementos
genéticos del grupPolycombque forman cuerpos durante la transcripcidén caajun
en el nudcleo celular erDrosophila (Lanzuolo y cols.,, 2007). Osborne y
colaboradores demostraron que los gégbhsy Mycsituados en los cromosomas 12
y 15, respectivamente, comparten el complejo ARNIPdurante la transcripcién
coordinada en la misma region nuclear. Es decaolacalizacion parece resultar de
la asociacion de los genes en tres dimensionesuomiones relacionadas o genes

que se encuentran regulados de manera coordinadiacpares comunes (Osborne y
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cols., 2007).

Con el objeto de determinar la relacidon que gusadaosicion relativa y la funcion
se realizé inmunoFISH en linfocitos humanos, quesiste en detectar y determinar
el nivel de ARN Pol Il en la region de la sefialAd2N locus especifico d8OD1y
DYRK1A Tanto en las células disémicas como en las tic@ByDYRK1Aparece
tener una mayor concentracion de la enzima ARNIRple SOD1 en los casos en
los que las dos sefales FISH estaban separadadrasigue en las situaciones
donde las sefales locus-especificas estaban satgpsicbien es cierto que no se
puede hacer una discriminacion entre el nivel d&NARI Il de ambas sefales, se
observd que la region tenia el aspecto de estatitoda por multiples sitios de
transcripcion con cromatina mas laxa, lo que ewmente se podria interpretar
como que facilitaria el acceso de los factoresraestripcion al ADN, la misma
enzima ARN Pol II. Mitchell y Fraser demostraroregienes de inmunoglobulinas
y cMyc comparten dominios de ARN pol Il durante su traps@n simultanea y
que la disociacion de los genes activos entrereggecto del complejo ARN Pol Il
ocurre en ausencia de transcripcion, mientras gsieagregados de la enzima se
mantienen como estructuras intranucleares (MitghElaser, 2008).

Schoenfelder y colaboradores recientemente reafizgrprimer analisis de genoma
completo de interacciones transcripcionales degéotes de la globina de ratdén en
tejido hematopoyético y observaron que los genégoacde hemoglobina Ay B
(Hba'y Hbb) comparten factorias de transcripcién con cied®®tros genes tanto
del mismo cromosoma como de cromosomas distintegidite ARN-inmunoFISH
demostraron la colocalizacion de genes activos Ba misma factoria de
transcripcion y mediante andlisis molecular deteamin que un grupo de genes que
colocalizan conHbb comparte sitios de unién en la secuencia del promuael
factor de transcripcion KIf1grythroid Kruppel-like factor. Los autores proponen
gue los genes co-regulados por KIfl preferentemeat@mparten factorias de
transcripcion especializadas. En efecto, en ratokeeckout de kiIfl, la
colocalizacién entrélbb y los genes regulados por dicho factor de trapsidm se

interrumpe (Schoenfelder y cols., 2010). Xu y Conlediante transfeccion con
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plasmidos en “mini-cromosomas”, determinaron qukdalizacion respecto de las
factorias de transcripcién parece depender de ttacaga génica (Xu y Cook,
2008). Por ejemplo, plasmidos con diferentes promst se situaron en distintas
factorias, en los que raramente se observarona@gscientre si, mientras que
plasmidos con genes distintos regulados por prae®tsimilares colocalizan
frecuentemente en las mismas factorias. Plasmig®santienen genes con intrones
se situaron en factorias ricas en SC35, para laumaeidn del mARN
respectivamente. Adicionalmente los pladsmidos femtsdos se encontraron
asociados en las factorias de los correspondienti®genos, lo que sugiere que la
localizacion de los constructos insertados no t@salkatoria y forma parte de la
organizacién del genoma en el nacleo interfasigar@ntemente, todas las factorias
de transcripcion no funcionarian de igual modo,o sfgue serian estructuras
especializadas en la transcripcion de genes conragdacion similar, es decir,
genes co-regulados se asociarian en un numeradinie factorias (Xu y Cook,
2008). En este contexto, cabe mencionar que l2ipa@tSATB1 $pecial AT-.rich
sequence binding protein) 1surge como un componente nuclear altamente
involucrado en la organizacién de la cromatina yelgulacion génica en el ndcleo
celular. SATB1 forma una red tridimensional que agserva en el espacio
intercromatinico entre territorios cromosémicoseesiicos ocupado por lazos con
una alta densidad de genes preparados para l&dadtitranscripcional (Galande y
cols., 2007).

Los resultados de la presente tesis demuestratagsefiales d8OD1y DYRK1A
que colocalizan entre si comparten conjuntamenteraplejo ARN pol Il, pero la
concentracion de la enzima (intensidad de la sdii@rescente) disminuye
significativamente erSOD1 cuando las sefales se encuentran separadas. Estos
resultados sugieren que la colocalizacion de loggsupone la expresion 8©D1

y DYRK1A de manera coordinada por factores comunes y quiarsefales
distantes la expresion de SOD1 se encuentra digfainua intensidad relativa de
ARN pol Il en SOD1 respecto deDYRK1A en las sefales separadas parecio

relativamente mas baja (74%). Por otro lado, seraéhd que un mayor porcentaje
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de sefales d8OD1que deDYRK1Aocupaba una posicion proxima a la periferia,
equivalente al 80-100% del radio nuclear y que psiporcion de sefiales &D1
exhibia menor intensidad de ARN pol Il que las ksfide SOD1 que localizaban en
una region intermedia en el ndcleo de célulasrtrisas. La relocalizacion deOD1
hacia la envoltura nuclear podria implicar un nigelactividad transcripcional del
gen menor, es decir, la posicion espacial de loeggOD1y DYRK1Aen el nucleo
interfasico actuaria como un factor involucradol&modulaciéon de la actividad
génica.

En el espacio nuclear no sélo se establecen rakeide proximidad entre genes,
sino también entre cromosomas. En los estudiosodelacion se demostré que
existia una tendencia de asociacion de los cromas@ny 6 en los fibroblastos G7
(diploide), que se mantiene en otros fibroblastdplwides.

Esta posicion en estrecha proximidad de estos comas fue descrita con
anterioridad por Parada y colaboradores en céhdpgticas de raton. Interesante
destacar que demostraron que este posicionamiartoogimidad es un factor que
favorece la ocurrencia de traslocaciones entreramosomas 5 y 6 caracteristicas
de los hepatomas de ratén (Parada y cols., 20@4).autores estudiaron distintos
tipos celulares y encontraron que esta distribueim especifica de hepatocitos,
pero con el presente estudio se puede concluilaguibroblastos comparten esta
distribucion. Por otro lado los cromosomas 15 y taénbién se encuentran
posicionados en estrecha proximidad en las cél@lasy también en las células
triploides NIH3T3. Los cromosomas 15 y 16 contieh$DR vy, por lo tanto, esta
distribucion formando pares yuxtapuestos podriaarestlacionada con la
transcripcion de genes ribosomales. Similar as@riade cromosomas portadores
de NOR se ha observado para los pares 12 y 15feritos de ratén (Parada y
cols., 2002).

Durante el estudio se detect6 una tendencia aokia&@sdn entre los cromosomas
homologos, pero las pruebas estadisticas demastgam en el caso de las células
diploides esta asociacion de los cromosomas homslagsultaba aleatoria,

mientras que el agrupamiento de los territoriosnosdmicos 5, 6, 15y 16 con sus
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homélogos en las células tetraploides P16 era istaanente significativo. Los
datos revelaron, sin embargo, que este patron deiaa®n de cromosomas
homélogos no era enteramente debido al aumenta @enisidad de cromosomas en
el nucleo interfasico. En efecto, en las célulgdaides NIH3T3 se forman pares
s6lo entre los cromosomas homodlogos 15 y 16. Laxipidad entre estos
cromosomas con sus homélogos en las células NI8td8a estar relacionada con
la presencia de NOR vy, por lo tanto, asociadoswomismo nucléolo. De igual
modo, se podrian interpretar los resultados obtenpara los linfocitos con trisomia
21, en los que demostramos que en la mayoria delaks (80%) dos territorios
cromosomicos 21 (NOR+) se disponen yuxtapuestosogirpos entre si en el
nucleo interfasico. Sin embargo, esto no explicaslaciacion de los cromosomas 5
y 6 con sus homélogos en las células tetraploidegue estos cromosomas carecen
de genes ribosomales. Por lo tanto, otros factad@ésonales estarian jugando un
papel en la distribucién no aleatoria de los crans homologos en estrecha
proximidad entre si.

Con el objeto de estudiar mas detalladamente ssiziagion de los cromosomas
homélogos, se midio la distancia tridimensionateihds alelosSocs1-Socsl, Sod1l-
Sodl, Dscrdscr3 y DyrklaDyrkla en células NIH3T3. Estos experimentos
demostraron que la distribucién espacial mas frgeuen el ndcleo de las células
triploides era la de dos alelos proximos entre @i yalelo distante. De igual modo,
la distribucién tridimensional de los alelos 8©D1y DYRK1Aen los linfocitos
trisbmicos humanos consiste en dos alelos que @eeetman proximos entre si de
manera significativa y a una distancia significatnente diferente de un tercero.
Adicionalmente, se demostr6 mediante el analisi€attes histologicos de tejido
cerebral embrionario de pacientes con Sindrome denDque la distribucion
espacial descrita se correlacionaba con lo quer@aurvivo para los alelos de
DYRK1A Es decir esta tendencia de asociacion de lossgenelucrados en el
desarrollo de los signos y sintomas del Sindromea¥en esta conservada entre las
células humanas y de raton con ganancias de cromags®l (humano) y 16 (ratén).

Huettel y colaboradores observaron una ligera taidede asociacion entre alelos
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en variedades estables dgabidopsis thalianacon una copia adicional del
cromosoma 5 (Huettel y cols., 2008). La asociadércromosomas homaologos es
un fendbmeno que se observa comunmentBresophilg aunque en mamiferos es
bastante infrecuente. Uno de los ejemplos mas iesngl es la interaccion
transitoria de cromosomas homélogos X en mamifégeosexo femenino, que inicia
la inactivacion de uno de ellos con el fin de congae la dosis génica (Bacher y
cols., 2006; Xu y cols., 2006). Los territorios rmasdémicos X se disponen en la
periferia nuclear de manera aleatoria uno respgetotro, pero durante el proceso
de inactivacion se agrupan fisicamente yuxtapowiéadegion Xic X inactivation
cente). Esto conlleva al aumento de la expresion del ARiBt, formando una
barrera que se expande por la region interior eteitario cromosémico, mientras
gue la enzima ARN Pol Il y la maquinaria de traipgién son excluidas de esta
region. Los genes silenciados relocalizan hacia irgerior del territorio
cromosémico, mientras que los genes activos quapescde la inactivacion se
extienden fuera del territorio cromosémico, talesno los genes ANT2 y ANT3
(Dietzel y cols., 1999).

Leitch y colaboradores propusieron que la asoaiad® cromosomas homologos
podria estar relacionada con los mecanismos deeddi@cion celular y/o constituir
un requisito para la correcta expresion génicaasrcélulas diferenciadas (Leitch y
cols., 1994). En relacion con esta idea Chandleyigboradores realizaron FISH de
los cromosomas humanos 3, 7, 8, 13, 17 y 21 y sleclomosomas sexuales en
linfocitos y células de Sertoli y determinaron cgre este ultimo tipo celular la
tendencia a la asociacion entre estos cromosoraas@&yor que en los linfocitos
(Chandley y cols., 1996). Recientemente, otro éstuplie incluyd el analisis de la
distribucion de 10 cromosomas en células epitalialemodelado matematico,
confirmé que para algunos cromosomas la posicid@ialreera suficiente para
justificar la asociacion entre homologos, mienijae para otros, eran necesarios
factores adicionales para que se establezcanreta®nes topograficas (Heride y
cols., 2010). La asociacion de cromosomas se herilesambién en diversas

condiciones patologicas. Asi, la formacién de ungrare los homologos 19 trae
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aparejada la desregulacion de la respuesta al genorigeno mediado por EGLN2
en células de oncocitoma renal (Koeman y cols.8R@hn linfocitos T de pacientes
de sindrome de Prader-Willi y de sindrome de Angeal®e detect6 la asociacion
entre las regiones cromosémicas 159q11-q13 materpatgrno necesaria para el
establecimiento y mantenimiento de la impronta gg€nésponsable de la expresion
monoalélica de los genes implicados (LaSalle y n@#a1996). Sin embargo, un
estudio reciente propone que tal asociacion semniaefecto secundario a la
asociacion de los cromosomas 15 (NOR+) en un misaatéolo (Teller y cols.,
2007).

En el caso particular de la asociacion de los cemmas 21 humanos en células de
pacientes con Sindrome de Down en division, Nagelelaboradores demostraron
gue, durante la prometafase, los cromosomas 21 lbgo® se disponian
enfrentados a una separacion angular de 162,10°6801en la roseta
correspondiente, mientras que en las células dsantfa 21 los cromosomas se
disponian de manera que dos de los cromosomas @dceatraban relativamente
yuxtapuestos a una separacion de 22,6° + 11,1 tnaeque el otro cromosoma
restante ocupaba una posicion opuesta similar abkervada en las células
disémicas. Ademas, los autores observaron quetinpdescrito se conservaba en
las sucesivas mitosis y determinaba la distribueidna interfase subsiguiente con
dos cromosomas en estrecha proximidad (Nagele s/, c1998). Estos resultados
sugieren que la separacion entre cromosomas hoafmeymite el mantenimiento
de la expresion de los alelos de forma individwabpevitar la regulacion conjunta
entre si, mientras que las interacciones tranag@erian requeridas en la expresion
diferencial de los alelos. Por lo tanto, los dadobre el posicionamiento de los
homologos en las células trisomicas y poliploidedrian estar relacionados con los
mecanismos de regulacion de la expresion génica.

Uno de los objetivos de este proyecto de tesisafuaizar la identidad de los
cromosomas 21 posicionados en proximidad en ladasétrisomicas. Mediante
microdiseccion se aislaron pares de cromosomastia ga células individuales y

mediante PCR especifica para microsatélites sendete el tamafio de los alelos
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del marcador D21S1435 de los cromosomas presemtessi& material (ver
Materiales y Métodos). Como control se utilizd ARENndmico total y en éste se
encontré que las células trisébmicas eran hetertaggoara este marcador con dos
variantes polimorficas de 184 y 195 pb. De las dldlas sometidas a diseccion, los
resultados fueron informativos en 5 de ellas, delales cuatro de ellas presentaron
un perfil de alelos idénticos (195 bp), mientrag gun la restante se detectd la
presencia de los dos alelos en el material diseadm Estos resultados indican que
hay variacion en la identidad de los cromosomas spidocalizan en estrecha
proximidad en las células trisomicas. Sin embasggjeren que existe una mayor
tendencia de los mismos cromosomas a posicionaréginms entre Si 0
yuxtapuestos en el nucleo interfasico de las cglalessOmicas. Obviamente es
necesario realizar mas experimentos, incrementaidtamafio muestral y el

repertorio de marcadores, que ayuden a confirnd@negar esta hipétesis.

V.5 Ploidia y expresion génica

Se determind mediante Western-blot el nivel de esipn de las proteinas Socsl,
Sod1, Dscr3 y Dyrkla en neuronas de raton (dip)ofioblastos embrionarios G7
(diploide) y fibroblastos de raton adulto NIH3T8gloide). El analisis reveld que la
expresion de la proteina Sod1 era superior a leedt de proteinas, pero similar en
los tres tipos celulares. Contrariamente se detériile la expresion de la proteina
Dyrkla era mayor en las neuronas que en los fiasthd. Esta diferencia
cuantitativa podria estar relacionada con el pdpda proteina en el desarrollo del
tejido nervioso central. También se determind duawel de mARN de los genes
Sodly Dyrklaen las neuronas era mayor respecto del de losbfdstos, lo que
probablemente esté relacionado con la funcién dal durante el desarrollo
embrionario, mas que con el niumero de copias. dségite destacar que no se
detectaron diferencias aparentes en el nivel derlateinas y de mARN d&odly
Dyrkla entre las células diploides y triploides, que paisospecharse debidos a
dosis génica. En conclusion, nuestros resultadgemn que la presencia de un

complemento cromosomico completo adicional en talas NIH3T3 no supone
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cambios en el nivel de expresion de los g&ukly Dyrkla

En las células trisbmicas humanas demostramos agu@iveles de expresion de
MARN del genSOD1y de la proteina no se ven alterados de manardis&giva en

las células derivadas de una persona con Sindrer®wn respecto de las células
normales. Sin embargo, una copia adicional del@¢RK1Aresulta en un aumento
de la transcripcion y del nivel de proteina. Estsultado coincide con los datos
obtenidos mediante analisis de expresién del mARN rpicroarray, los cuales
demuestran que los genes que mapean sobre el ama@ y que se encuentran
por triplicado en el Sindrome de Down no siempgeiesn el patron de expresion
tedrico esperado (Ait Yahya-Graison y cols., 20gndini y cols., 2007).

Nos preguntamos si el nivel de transcripcion pogduiardar relacion con la posicién
de los genes en el espacio nuclear. Interesantacdegjue la posicion radial de
DYRK1Aes similar en las células disémicas y en lasniisas, por lo que podria
considerarse que el mayor nivel de expresion edltgho tipo celular estaria
relacionado con la dosis génidaYRK1Aes uno de los genes que componen la
DSCR y su producto juega un papel relevante ersdrdollo del sistema nervioso
central en condiciones normales. Debido a estajabuoente se considera un gen
cuyo desequilibrio de dosis podria estar relacionauh el desarrollo de alguno de
los signos, deficiencia mental entre otros, quaatarizan al Sindrome de Down.

El efecto de la dosis de genes D¥RK1A qued6 demostrado después de los
estudios de Mgller y colaboradores, quienes enmamtrque pequefios cambios en
el nivel de expresion deYRK1Atenian importantes consecuencias fenotipicas en el
caso de dos pacientes con microcefalia y deficerszi homocigosis del gen
DYRK1A(Moller y cols., 2008)De igual modo, los modelos murinos han servido
como ejemplo del efecto de la dosis del @amkla genes durante el desarrollo
embrionario y la neurogénesis (Dierssen y de Lagéas).

En el presente trabajo, el andlisis de la distiduespacial d&OD1determiné que
en las células trisomicas el gen sufria un despieezdo hacia la periferia. Dado que
esta region nuclear se ha considerado como mertaspapa la transcripcion, se

podria especular que el menor nivel de expresioreleastado trisomico esta
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relacionado con la posicion mas periférica del gsdicionalmente, la posicidén
relativa respecto deDYRK1A y la relacibn con compartimentos nucleares
especializados podria influir en la regulaciéndraipcional de este gen.

Antonarakis y colaboradores proponen que la exjmedeDYRK1Apodria resultar
sensible a la dosis e incluye a éste en el gruggedes que codifican proteinas y en
los que la presencia de tres copias puede comtadaiseveridad o al silenciamiento
de un carcter fenotipico del Sindrome de Downd®Aatakis y cols., 2004). En el
caso del gerSOD] a pesar del aumento en el numero de copias,vel die
expresion resulté similar al de las células dis@sni&stos resultados sugieren que la
posicion radial preferentemente proxima a la memdbnauclear tendria un efecto
sobre la expresion diferente de lo que ocurre pagenDYRK1A Indirectamente
aportan evidencias de que la distribucion espae&OD1y DYRK1Aen el nucleo
interfasico parece influir en parte en la regulag@nica. Ademas, la expresion de
los genes del cromosoma 21 puede tener un efediteéto sobre los genes y

productos de otros cromosomas.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en el presente tragagpuiede concluir que:

1. Elincremento del nivel de ploidia celular en raséracompafia de cambios
en la posicion relativa entre gen&®¢s1 - Dyrkla y Sodl - DsgnBen la
distribucion radial de los cromosomas (5, 6, 19, ftér lo que se puede
afirmar que la organizacion espacial del genomiasleélulas aneuploides

difiere del de las células cromosémicamente norgnale

2. En estados de aneuploidia en humanos, la posieidlgdnos genes parece
conservarsel{YRK1A, mientras que la de otros sufre relocalizaciones
(SODJ)). Por tanto, la ganancia de un cromosoma en elngamo afecta de

igual modo a los genes DSCR.

3. La expresion relativa de los genes no guarda uaeide directa con el
namero de copias de los cromosomas de las cétighsdes y trisomicas.
Consideramos que otros factores, ademas del cdotganético, pueden

influir en las alteraciones de la expresion géritdos casos de aneuploidia.

4. Nuestros resultados indican que la localizaciors@®1y DYRK1Aen el
nucleo interfasico determina en parte la expresiérestos genes en las
células con trisomia 21. De modo que la distrihu@8pacial guarda una

correlacion con la actividad transcripcional dedesesn situ.

5. Los resultados sugieren que, aunque en el fendép&indrome de Down
la dosis génica es un factor fundamental, lasaai@nes en la organizacion
espacial de los genes de la DSCR podrian influitaeexpresion de los

mismos y, consecuentemente, en el fenotipo mostrado
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