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1. El receptor de dioxina (AhR): toxicologia.

A finales de los afios 70 se consigue con éxito el descubrimiento y la
caracterizacion bioguimica del receptor de dioxina (AhR, Aryl hydrocarbon Receptor)
en el citosol de células de higado de raton (Poland et al, 1976). Fue descrito como una
proteina implicada en la destoxificacion de xenobidticos y, ademés, en el mecanismo de
induccién de enzimas destoxificantes, como por ejemplo el citocromo P450 CYP1Al
(Okey et al, 1979; Poland and Knutson, 1982). Hasta ese momento, Unicamente se
conocia que el mecanismo de activacion de AhR requeria la union de un ligando
exogeno, es decir, que en ausencia de xenobidticos no se producia ninguna actividad
transcripcional dependiente de AhR. No fue hasta mediados de los afios 90 con la
produccién de modelos animales deficientes en la expresion de AhR generados por
técnicas de gene knock-out cuando se confirmé el papel toxicologico del receptor, ya
que se comprobd que los ratones carentes de AhR (AhR -/-) eran resistentes a los efectos
toxicos y carcinogénicos de compuestos xenobioticos tales como la dioxina TCDD
(2,3,7,8-tetracloro-dibenzo-p-dioxina) y benzo-[a]-pireno (BP) (Fernandez-Salguero et
al., 1996a; Mimura et al., 1997; Shimizu et al., 2000). Numerosos estudios moleculares
in vitro posteriores permitieron definir a AhR como un factor de transcripcion que se
activaba por la unién a un ligando y que mediaba los efectos tdxicos y carcinogénicos
de gran nimero de compuestos xenobi6ticos tales como hidrocarburos aromaticos
halogenados (HAHS), compuestos policiclicos aromaticos (PAHs, Policyclic Aromatic
Hydrocarbons) y bifenilos policlorinados (PCBs, Polichlorinated Biphenyls). Por tanto,
se establecio el precepto de que AhR era responsable de gran parte de los efectos
toxicos y carcinogénicos inducidos por xenobidticos, en buena medida como resultado
de la induccién transcripcional de enzimas destoxificantes hepaticas de las fases | y Il
(Fernandez-Salguero et al., 1996a; Fernandez-Salguero et al., 1996b; Pohjanvirta and
Tuomisto, 1994; Shimizu et al., 2000). Debido a la importancia en los campos
toxicoldgicos y cancerigenos de estos xenobidticos, se potencid0 una exhaustiva
investigacion para dilucidar el mecanismo molecular por el que actuaba AhR, para
definir su ruta de sefializacion intracelular, asi como identificar los intermediarios que
regulan su compartimentalizacion nucleo-citoplasmatica y comprender su funcion como
regulador transcripcional de los genes diana de la superfamilia CYP450s como el
CYP1Al, CYP1A2, CYP1B1 y CYP1S1. Estos estudios, ademas, pusieron de
manifiesto que AhR poseia funciones fisioldgicas relevantes en la célula, debido a que
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los ratones knock-out presentaban multiples cambios fenotipicos que incluian
alteraciones reproductoras, patologias hepéticas, defectos en los sistemas vascular e
inmune y problemas cardiacos (Abbott et al., 1999a; Benedict et al., 2000; Fernandez-

Salguero et al., 1995; Fernandez-Salguero et al., 1997; Mimura et al., 1997).

Desde el punto de vista evolutivo, se comprobd que AhR poseia una secuencia
altamente conservada entre diferentes especies (Hahn, 2002) y un patron de expresion
constitutivo durante el desarrollo y en los tejidos adultos (Abbott et al., 1995), ademas
de que el gen que lo codifica estaba presente en todo el rango de Metazoos, los cuales
surgieron evolutivamente millones de afios antes de la existencia de dioxinas en la
Biosfera. Por tanto, actualmente estda ampliamente aceptado que AhR cumple una
funcion en la biologia, el desarrollo y la fisiologia celular (Baba et al., 2005; Elizondo
et al., 2000a; Fernandez-Salguero et al., 1995; Puga et al., 2005). Parecia claro que la
modulacion de procesos toxicolégicos por AhR era un mecanismo adaptativo a la
aparicion de xenobioticos en la Biosfera, de tal manera que su funcion toxicologica
representaba una version exacerbada de su verdadera funcion fisiolégica. Asi, por
ejemplo, la activacion de AhR por ligandos como TCDD o BP provoca la parada del
ciclo celular en GO/G1 y G2/M, la disminucion de la replicacion del DNA vy la
inhibicion de la proliferacion celular (Puga et al., 2002). Por el contrario, en ausencia de
estos compuestos, AhR tiene capacidad para promover la progresion del ciclo celular ya
que los fibroblastos embrionarios AhR”" presentan menor proliferacion y mayor tasa
apoptotica que las células procedentes de ratones silvestres (AhR*'*) (Elizondo et al.,
2000a; Fernandez-Salguero et al., 1995).

Por tanto, debido a la actividad transcripcional que posee AhR en respuesta a
xenobidticos, lo 16gico era pensar que dentro de sus funciones fisioldgicas estaria la de
actuar como factor de transcripcion que regula la expresion de genes implicados en
homeostasis y fisiologia celular. Asi, se demostr6 que AhR regulaba la expresion de
genes tales como la DNA polimerasa kappa (Ogi et al., 2001), N-miristoil-transferasa 2
(Kolluri et al., 2001), p27X®* (Kolluri et al., 1999), Bax (Matikainen et al., 2001), T-
cadherina (Niermann et al., 2003), c-myc (Yang et al., 2005), Slug/SNAI2 (lkuta and
Kawajiri, 2006), Vav3 (Carvajal-Gonzalez et al., 2009a), la proteina de unién a TGFp
latente LTBP-1 (GAmez-Duran et al., 2008a) y la proteina de maduracién de linfocitos
B (Ikuta et al., 2010). Para esta actividad transcripcional de AhR siempre era necesaria

la formacion de un heterodimero con ARNT (Aryl Hydrocarbon Receptor Nuclear
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Translocator). Posteriormente, se hicieron estudios en los que se utilizaron microarrays
de expresion en condiciones de presencia/ausencia de xenobidticos, en los cuales se
identificaron un nimero relevante de genes potencialmente regulados por AhR, algunos
de los cuales estaban relacionados con funciones enddgenas y con la homeostasis
celular, pero no con el metabolismo de xenobidticos (Boverhof et al., 2005; Frericks et
al., 2007; Tijet et al., 2006). Ademas, se hicieron estudios que mostraban que AhR
podia actuar como cofactor y modulador de la actividad de importantes reguladores
transcripcionales en la fisiologia celular; entre los que se encontraban NF-xf3 (mediador
de estrés oxidativo y reacciones inflamatorias (Tian et al., 1999), pRb (proteina
retinoblastoma) hipofosforilada (Huang and Elferink, 2005; Marlowe et al., 2004) o
ERa (receptor de estrogenos o) (Klinge et al., 1999; Klinge et al., 2000; Wormke et al.,
2000).

Por Gltimo, también se describié como AhR, ademés de su relevante funcién
como factor de transcripcion, participaba directamente en rutas activadas por mitégenos
(MAPK) (Tan et al., 2002; Tan et al., 2004), por estrogenos (Ohtake et al.,2003;
Wormke et al, 2003) o por la proteina quinasa c-Src (Blankenship and Matsumura,
1997; Dong and Matsumura, 2008; Vogel and Matsumura, 2003). De esta manera, AhR
era capaz de modular la disponibilidad y/o el estado de activacion de estas proteinas.

2. Estructura proteica de AhR

La clonacion y secuenciacion del gen que codifica para AhR revel6 que es un
miembro de la superfamilia de factores de transcripcion con un dominio del tipo basic-
Helix-Loop-Helix (bHLH), cuya caracteristica diferencial es su activacion por la unién
de ciertos ligandos exdgenos. Dentro de esta superfamilia de proteinas se ha definido
una subfamilia para aquellos factores que incluyen dominios del tipo PAS: Per (Period,
proteina que mantiene el ritmo circadiano en Drosophila melanogaster), ARNT y Sim
(Single Minded, proteina reguladora del desarrollo del sistema nervioso central de
Drosophila melanogaster). Por ello, a esta familia de factores de transcripcion se la
denomina bHLH/PAS (Basic Helix-Loop-Helix/Per-ARNT-Sim). En términos
generales, las proteinas bHLH/PAS estan implicadas en el control de un amplio abanico
de procesos fisiologicos tales como embriogénesis, desarrollo neuronal, ritmo

circadiano, angiogénesis, metabolismo y respuesta a hipoxia (Fernandez-Salguero et al.,
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1995; Fukunaga et al., 1995; Sonnenfeld et al., 1997; Alexander et al., 1998; Chan et
al., 1999; Whitlock, 1999).

El dominio bHLH se localiza en el extremo N-terminal de la proteina (Figura
11), de tal modo que mientras que la regién basica media la union al DNA, el dominio
HLH es necesario para la heterodimerizacion con ARNT. Siguiendo hacia el extremo C-
terminal se localiza el dominio PAS, que esta formado por dos copias de una repeticion
degenerada de unos 50 aminoacidos denominados PAS-A y PAS-B, separadas entre si
por otros 110 aminoacidos. La region PAS-B contiene parte del dominio de union al
ligando y un dominio necesario para la interaccion de AhR con el chaperén Hsp90
(Heat Shock Protein 90 kDa) (Procopio et al., 2002). El extremo C-terminal de AhR,
ARNT y Sim contiene una region rica en glutamina (Q), similar a los dominios de
transactivacion presentes en otros factores de transcripcion y, consecuentemente, la
pérdida del dominio C-terminal no afecta la union al DNA ni al ligando (Fukunaga et
al., 1995). Esta regién C-terminal permitiria a AhR interactuar con diversos co-
activadores, no caracterizados completamente, que determinarian la tasa final de
transcripcion. De manera adicional, se consiguid identificar en el extremo amino
terminal de AhR una regién NLS (Nuclear Localization Signal) capaz de ser reconocida
por dos componentes del complejo que forma el poro nuclear. Por dltimo, AhR presenta
dos regiones NES (Nuclear Export Signal) en el dominio bHLH y PAS-A,
respectivamente, ricas en el aminodcido leucina, que son reconocidas por la proteina
CRM1 (Chromosome Region Maintenance 1) (Berg and Pongratz, 2001; Ikuta et al.,
1998).

Basic helix-loop-helix

v PAS
AR [T TAT IBT | o1 |

ARNT [ TTT TAT BT 1 o1 |
SIM T TAT BT 1 [O
PER L Al Bl | |

Figura I1. Estructura de varios miembros de la familia de reguladores transcripcionales
bHLH/PAS: AhR y ARNT de ratén y SIM y PER de Drosophila melanogaster. Se indican las
regiones de homologia y los dominios funcionales de cada proteina.
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3. Mecanismo de activacion y localizacion intracelular de AhR.

Existen multiples factores que pueden modificar la actividad transcripcional de
AhR, y entre ellos se incluyen agentes quimicos y factores bioldgicos. Sin embargo, la
mayor parte de los estudios realizados se han centrado en el proceso de activacion de
AhR por la union de ligandos exogenos, asi como en el mecanismo de induccion de
genes diana, clasicamente Cyplal. La regulacion de la actividad transcripcional de AhR
en ausencia de xenobidticos es uno de los aspectos peor conocidos de la funcionalidad
de este receptor. En la Figura 12 se muestra un esquema del mecanismo de accién
propuesto para la activacion transcripcional de genes dependientes de AhR tras la union
del xenobiotico TCDD.

En ausencia de xenobidticos, la forma inactiva de AhR se encuentra
predominantemente en el citosol asociada a un complejo de chaperones moleculares que
al menos incluye dos moléculas de Hsp90, (Heat Shock Protein 90) (Perdew, 1988;
Wilhelmsson et al., 1990), una molécula de la proteina p23 (Kazlauskas et al., 1999) y
una de la inmunofilina XAP2 (Hepatitis B virus X-Associated Protein 2) (Meyer et al.,
1998), también conocida como ARA9 (AhR-Associated protein 9) (Carver and
Bradfield, 1997) o AIP (AhR-Interacting Protein) (Ma and Whitlock, 1997). Hsp90
mantiene a AhR en una conformacion proclive a la unién de ligando y, al mismo
tiempo, previene la dimerizacion prematura con ARNT. p23 ayuda a liberar a AhR de
su unién con Hsp90 en presencia de ligando. XAP2 es necesaria para el mantenimiento
citoplasmatico y la estabilidad de AhR (Kazlauskas et al., 2001). La interaccién entre
AhR y Hsp90 requiere de dos dominios estructurales del receptor, la regién bHLH y el
dominio PAS-B (Antonsson et al., 1995), el cual media también la interaccion con
XAP2 (Carver and Bradfield, 1997). Adicionalmente, dicha interaccion protege al
receptor de su degradacion por el proteosoma en ausencia de ligando exdgeno
(Davarinos and Pollenz, 1999; Roberts and Whitelaw, 1999). Cuando AhR es activado
por la unién del xenobiotico, este receptor de transloca y se acumula en el nucleo, con lo
que se favorece la formacion de heterodimeros activos AhR/ARNT en una relacion
molecular 1:1; al mismo tiempo, se liberan del receptor Hsp90 y las demas proteinas
chaperonas asociadas (Kazlauskas et al., 1999; Kazlauskas et al., 2001; Lees and
Whitelaw, 1999). Una vez translocado al nucleo, el complejo heterodimeérico
AhR/ARNT se une al DNA en secuencias consenso denominadas XREs o DREs

(Xenobiotic/Dioxin Response Elements) situadas en regiones promotoras de genes
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diana, lo que incrementa la tasa de transcripcion de los mismos (Rowlands and
Gustafsson, 1997). La secuencia consenso establecida para XRE es 5" -GCGTG- 3’
(Rowlands and Gustaffson, 1997).

ARNT,
O Exportins A w%o
% Importins oej o
& Hsp90/XAP2/p23
1 Nucleus/cytosol
transport signal

o ARNT %‘ ! CYP 450
XRE
\ Cytosol/nucleus l\A HSP90
transport signal XAP2 p23
O T, TCDD
<1 TCDD ligand <
0 AhR 0]

A A

/

Figura 12. Modelo de transactivacion de AhR mediada por xenobidticos.

De manera clasica, se ha pensado que la funcionalidad de AhR esta ligada a su
localizacion nuclear como factor de transcripcién, habiéndose propuesto que el receptor
citosdlico es inactivo hasta tanto no se produzca su union al ligando exdgeno. Sin
embargo, en ausencia de ligando, si bien la mayor parte de AhR se localiza en el
citoplasma celular, una fraccion apreciable de receptor es activamente transportada
desde el citosol hasta el nacleo en un flujo constante (Ikuta et al., 2000; Richter et al.,
2001). Asi, parece existir un transporte mantenido de AhR del citoplasma al ndcleo que
es independiente de la presencia de xenobidtico. El ligando exdgeno afectaria este
proceso incrementando significativamente la fraccibn de receptor nuclear.
Concretamente, en células HeLa se ha observado que el 15-20% del total de AhR se
encuentra localizado en el nucleo en ausencia de xenobidticos, y que este AhR nuclear
dimeriza con ARNT vy es transcripcionalmente activo (Singh et al., 1996). Por otra
parte, mas recientemente, se ha puesto de manifiesto que en células de fenotipo epitelial
HaCaT la localizacion celular de AhR depende de la densidad del cultivo, siendo

mayoritariamente nuclear a baja densidad y citoplasmatica a confluencia (lIkuta et al.,
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2004). Otros mecanismos de activacion han sido descritos, y asi: (i) la expresion del co-
activador RIP140 aumenta la actividad de promotores regulados por AhR, tanto en
presencia como en ausencia de ligando (Kumar et al., 1999); (ii) en cultivos de
queratinocitos creciendo en monocapa AhR es activado transcripcionalmente al inducir
la suspension de estas células (Sadek and Allen-Hoffmann, 1994); (iii) el estado de
fosforilacion de AhR influye en su distribucion celular, siendo potenciales candidatos
de fosforilacién por proteina quinasa C (PKC) los residuos Ser*? y Ser®® (Singh et al.,
1996) y (iv) la union de XAP2 a AhR previene su translocacion al nucleo (Pollenz et
al., 2006) por reclutamiento de la fosfodiesterasa 2A (PDE2A) y por reduccion de los
niveles locales de cCAMP (de Oliveira et al., 2007), los cuales no solo alteran el nivel de
expresion de genes diana sino que también incrementan notablemente la localizacion
nuclear del receptor (Oesch-Bartlomowicz et al., 2005; Oesch-Bartlomowicz and
Oesch, 2005). En la mayoria de estos mecanismos de activacion no mediados por
ligando, una vez que AhR tiene localizacion nuclear es transcripcionalmente activo en
la mayoria de los tipos celulares ensayados. Otros estudios han sugerido una funcién
reguladora negativa para AhR, de tal modo que su unién a las secuencias XRE podria
impedir estéricamente el acceso de otros factores de transcripcién al promotor (Gillesby
et al., 1997; Porter et al., 2001; Wang et al., 2001).

Estudios de nuestro y de otros laboratorios han mostrado que la actividad
transcripcional de AhR puede estar regulada por la inhibicion del proteosoma tanto en
fibroblastos embrionarios (MEF) como en células de hepatoma de raton Hepa-1
(Santiago-Josefat et al., 2001; Song and Pollenz, 2002). Nuestro grupo ha sugerido
ademas que el mecanismo implica la activacion del regulador transcripcional Spl a
través de su fosforilacién por PKC (Santiago-Josefat and Fernandez-Salguero, 2003).
En los ultimos afos, se ha identificado y caracterizado un gen que se regula
positivamente por AhR y que codifica una proteina denominada represor de AhR
(AhRR, AhR Repressor) (Mimura et al., 1999). Esta proteina, con estructura del tipo
bHLH, inhibe la actividad transcripcional de AhR compitiendo con éste por la
formacion de heterodimeros con ARNT, de tal manera que los complejos AARR/ARNT
son transcripcionalmente inactivos. La activacion de AhR por unién de ligando exdgeno

+/+

aumenta la expresion de AhRR, y en ratones AhR™" la expresion de dicho represor es

dos veces mayor que en ratones AhR” (Bernshausen et al., 2006). Por tanto, la
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regulacion de AhRR por AhR constituye un bucle de retroalimentacion negativa

mediante el cual se controlaria la actividad de AhR en ausencia de ligando exdgeno.

En relacion con ARNT, estudios inmunohistoquimicos han mostrado que esta
proteina reside mayoritariamente en el nucleo y que la exposicion de las células a
TCDD no modifica su distribucion celular ni su nivel de expresion (Pollenz, 1996).
Ademaés, al contrario de lo que se penso inicialmente y por lo que se le dio nombre,
ARNT no interviene en el proceso de translocacion nuclear de AhR (Pollenz et al.,
1994).

4. Papel de AhR en la fisiologia celular.

La aparicion de AhR en la escala evolutiva mucho antes de la presencia de
compuestos policiclicos aromaticos en la atmoésfera resulta interesante. Su expresion
constitutiva en la mayoria de los tipos celulares, asi como su grado de conservacién de
secuencia entre diversos grupos de vertebrados (Hahn et al., 1997), tanto acuaticos
como terrestres, apoyan ain mas un papel relevante para AhR en la fisiologia celular. A
pesar de ello, AhR es considerado un receptor “huérfano” ya que no se conocen con
suficiente detalle ni su ligando endégeno ni su funcion fisiologica. Adicionalmente a la
activacion mediada por inhibicion del proteosoma (Santiago-Josefat and Fernandez-
Salguero, 2003; Santiago-Josefat et al., 2001), otras evidencias experimentales también
parecen sugerir que AhR podria activarse en ausencia de ligando exdgeno (Chang and
Puga, 1998; Ma and Whitlock, 1996; Weiss et al., 1996), tal vez por un mecanismo que
podria requerir su interaccion con un ligando(-s) enddgeno(-s) aun no identificado(-s).
En este sentido, diversos laboratorios han puesto de manifiesto que metabolitos del
triptéfano y otros compuestos con grupos indol (Chen et al., 1995; Wei et al., 1998),
metabolitos del acido araquidonico como la lipoxina A, (Ciolino et al., 1998; Schaldach
et al., 1999) la bilirrubina (Sinal and Bend, 1997), el 7-ceto-colesterol (Savouret et al.,
2001), algunos flavonoides (Cunningham et al., 1996) y ciertas moléculas presentes en
la orina (Adachi et al., 2001) interaccionan con AhR induciendo la transcripcion del gen
diana CyplAl. Sin embargo, sus bajos niveles, la poca potencia inductora y la
distribucion restringida de estos compuestos los hacen candidatos poco probables a ser
reguladores endogenos de AhR en la mayoria de los tejidos. Dentro de este contexto, se
ha propuesto que AhR pudiera haber evolucionado como parte de un sistema inducible

que estuviera encargado de metabolizar sustancias lipofilicas presentes en la dieta y que
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la dioxina podria estar mimetizando la unién de esas moléculas al receptor. La dioxina
induce cambios en proliferacion y diferenciacion de una gran variedad de tipos celulares
(Blankenship et al., 1993; Knutson and Poland, 1980) por lo que, alternativamente,
otras posibilidades son que esta molécula mimetice la accién de un ligando enddgeno
involucrado en la regulacion de estos procesos celulares, o que “secuestre” al AhR,

impidiendo su participacion en funciones fisiologicas.

El papel enddgeno de AhR se encuentra apoyado por numerosas observaciones
experimentales, entre las que cabe destacar: (i) su implicacion en el desarrollo del
higado y del sistema vascular (Gonzalez and Fernandez-Salguero, 1998; Lahvis et al.,
2000; Schmidt et al., 1996; Zaher et al., 1998); (ii) las diversas alteraciones patoldgicas
que sufren los ratones knock-out para este receptor (Abbott et al., 1999b; Benedict et al.,
2000; Fernandez-Salguero et al., 1995; Fernandez-Salguero et al., 1997; Lund et al.,
2003; Thackaberry et al., 2002); (iii) la existencia de secuencias consenso XRE
altamente conservadas y localizadas en regiones promotoras de genes que regulan
procesos celulares (Klinge et al., 1999; Safe et al., 1998), (iv) las alteraciones en la
sefializacion mediada por TGF( y &cido retinoico observadas in vitro en cultivos de
fibroblastos embrionarios y hepatocitos primarios e in vivo en higado (Andreola et al.,
2004; Andreola et al., 1997; Corchero et al., 2004; Elizondo et al., 2000a; Gomez-
Duran et al., 2006; Santiago-Josefat et al., 2004b) y (iv) la interaccion directa o
indirecta de AhR con el control del ciclo celular y con otras rutas moleculares de
sefializacion (Elferink et al., 2001; Nebert et al., 2000; Phelan et al., 1998; Puga et al.,
2002; Weiss et al., 1996). Este conjunto de observaciones sugieren que AhR juega un

papel relevante en procesos fisioldgicos y organogénicos.

La interaccion de AhR con rutas que regulan proliferacion celular es un punto
controvertido ya que este receptor induce o reprime proliferacion celular dependiendo
del fenotipo de la célula diana. Varios estudios apoyan la funcion de AhR como una
proteina oncogénica: (i) células de hepatoma deficientes en la expresion de AhR (AhR-
D) tienen un tiempo de replicacion alargado por el bloqueo de la transicion G;/S (Ma
and Whitlock, 1996); (ii) los fibroblastos embrionarios AhR™ tienen un mayor tiempo
de duplicacion (Elizondo et al., 2000a), entran antes en fase de senescencia (Alexander
et al., 1998) y tienen niveles mas elevados de TGFp (Alexander et al., 1998; Gomez-
Duran et al., 2006; Santiago-Josefat et al., 2004b) que las células control AhR*™*; (iii)
AhR es relevante para la sintesis de DNA mediada por la proteina p300 y por el
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adenovirus E1A (Tohkin et al., 2000); (iv) AhR se encuentra sobre-activado en células
T de leucemia adulta humana (Hayashibara et al., 2003) y (v) la activacién constitutiva
de este receptor incrementa la frecuencia de hepatocarcinogénesis en ratones
transgénicos B6C3F1 (Moennikes et al., 2004). AhR tiene también actividad supresora
de desarrollo tumoral: (i) su activacion induce arresto celular en la transicion G1/S en
células 5L de hepatoma de rata (Ge and Elferink, 1998; Kolluri et al., 1999; Puga et al.,
2002); (ii) en células de hepatoma de raton Hepa-1 y en células tumorales de glandula
mamaria humana MCF-7, la dioxina induce la liberacion del co-activador
transcripcional p300 del promotor de genes dependientes de E2F (Marlowe et al.,
2004); (iii) una forma constitutivamente activa de AhR induce apoptosis en células
Jurkat blogueando el ciclo celular en G; (lto et al., 2004); (iv) la activacion de AhR por
unién de ligando provoca la disminucién de la capacidad proliferativa de células de
pancreas (Koliopanos et al., 2002) y de préstata (Jana et al., 1999) y bloquea el ciclo
celular induciendo la expresion de p27<"* (Kolluri et al., 1999); y (v) la expresién de
AhR se encuentra reprimida epigenéticamente por hipermetilacién de su promotor en
células de leucemia linfoblastica aguda (ALL) y de leucemia mieloide cronica (CML)
(Mulero-Navarro et al., 2006). Mas aun, la inhibicién de la expresion de AhR por RNA
interferente (RNAI) produce tanto un aumento de la proliferacion de células de
hepatoma humano HepG2 como una disminucion del crecimiento de células tumorales
de glandula mamaria humana MCF-7 (Abdelrahim et al., 2003). También en
consonancia con estos resultados, estudios recientes han mostrado que AhR reprime de
manera constitutiva la expresion del oncogén c-MYC en lineas celulares tumorales de

glandula mamaria humana (YYang et al., 2005).

5. Control de la expresion genica.

De manera tradicional, estd aceptada la premisa de que la regulacion
transcripcional de los genes se ejecuta mediante la union de Factores de Transcripcién
(FT) a sus respectivos sitios de unién (suFTs), proceso que finalmente facilita o impide
la transcripcion por las RNA Polimerasas. Los FTs, por lo tanto, tienen un dominio con
capacidad de unirse especificamente a una secuencia de DNA, en forma de monémeros
0 dimeros, y otro dominio con capacidad de activar o reprimir la transcripcion
(Latchman, 1997). La secuenciacion de diferentes genomas de mamiferos (Lander et al.,

2001; Waterston et al., 2002) ha mostrado que la maquinaria nuclear controla el patron
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transcripcional de una célula a través del reconocimiento de elementos reguladores
localizados en cis (es decir, en la secuencia primaria de DNA), y siempre dentro del
contexto de la estructura de la cromatina. Ademas, los elementos cis reguladores (y
dentro de ellos, los suFTs) suelen estar agrupados en regiones pequefias de DNA
(menor de 200 pares de bases) (Jegga et al., 2002; Narlikar and Ovcharenko, 2009), de
tal forma que la diferentes combinaciones de FTs unidos al elemento puedan producir
diferentes respuestas transcripcionales dependiendo del contexto celular. Finalmente,
estas regiones no solo estan conservadas entre diferentes especies (Pennacchio et al.,
2006) sino que también se encuentran conservadas entre diferentes genes que tienen un
patron de expresién comun (Jegga et al., 2002). Las regiones no codificantes, entre las
que se encuentran algunas de estas regiones cis, representan el 98 % del genoma
humano. La funcion que se le presupone a esta alta proporcion es la de contener una
fuente de elementos reguladores que controlan la expresion génica, tales como
promotores, enhancers, potenciadores de la regulacion transcripcional, insulators,
boundaries y elementos de control postranscripcional. Entre este dltimo tipo de
modificaciones podemos encontrar la metilacion de RNA, el procesamiento de mRNA 'y
miRNAs, asi como el splicing alternativo. Todos estos mecanismos de regulacion, en
conjunto, permiten que la regién no codificante del genoma mantenga un balance
adecuado de la expresion génica que permitiria a la célula una respuesta adaptativa a los

estimulos ambientales y del desarrollo (Ule, 2013).

6. Elementos repetitivos: retrotransposones.

El genoma humano posee aproximadamente un 40% de elementos
retrotransponibles (retrotransposable elements, RTEs), transposones de DNA vy
elementos de origen retroviral. Entre ellos, se incluyen los SINE (Short Interspersed
Nuclear Elements), LINE (Long Interspersed Nuclear Elements) y LTR (Long
Terminal Repeat) (Deininger and Batzer, 2002: Deininger et al., 2003). A pesar de que
estos elementos fueron descritos hace tiempo (Kondo-lida et al., 1999; Turner et al.,
2001; Vasicek et al., 1997), su papel en desarrollo y fisiopatologia se ha descubierto
hace apenas una década (Gogvadze and Buzdin, 2009). Inicialmente, ya se barajaba la
hipébtesis de que estos elementos repetitivos, al estar situados en numerosas ocasiones
cerca de secuencias codificantes y de promotores, podrian colaborar en el control de la

expresion geénica (Britten and Davidson, 1969). Con ello, las especies tendrian un
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mecanismo de evolucion acelerada que le permitiera responder a cambios bruscos
gracias a la capacidad de multiplicacion e insercion de los retrotransposones presentes
en sus genomas (McClintock, 1984). Posteriores andlisis bioinformaticos consiguieron
afianzar esta idea, ya que se comprobd que un alto porcentaje de los suFTs en los
genomas de mamiferos residen en elementos repetitivos, y que, adicionalmente, se
agrupaban en pequerias regiones, formando estructuras similares a los elementos cis que
regulan genes que tienen un patron de expresion comun (Jordan et al., 2003; Polak and
Domany, 2006).

Los retrotransposones son responsables de cambios profundos en el genoma,
tanto estructurales como de recombinacion de DNA. Ademas, pueden actuar como
potenciadores o silenciadores de la transcripcién de genes en los que se encuentran
integrados. Por tanto, los elementos retrotransponibles poseen una clara importancia
evolutiva mediante su influencia en los procesos transcripcionales del genoma humano
(Cowley and Oakey, 2013; Jacques et al., 2013). Los SINEs son un grupo de elementos
conocidos por sus secuencias altamente interactivas, con un tamafio entre 100 y 500
pares de bases de longitud (Singer, 1982). Estos elementos retrotransponibles tienen su
origen en el 7SL RNA (Signal Recognition Particle RNA) (Weiner, 1980; Ullu and
Tschudi, 1984). Dentro de este grupo se incluyen los elementos Alu humanos, que
reciben su denominacion por la presencia de un sitio de corte para la enzima de
restriccion Alul (Rubin et al., 1980; Deninger et al., 1981), asi como los elementos B1 y
B2 del genoma de raton, llamados asi por su homologia con regiones de doble cadena
de los pre-mRNAs nucleares dsRNA-B (Kramerov et al., 1979). En el grupo de los
SINE, Unicamente un pequefio porcentaje mantiene un potencial transcripcional, ya que
la mayoria de copias de estos elementos repetitivos han quedado inactivadas por
mutaciones en sus regiones promotoras. Debido a ello, los transcritos derivados de los
SINE apenas son detectables en tejidos desarrollados y adultos. En cambio, en células
embrionarias, espermatogénicas y oocitos su nivel de transcripcion es elevado. En esta
represion transcripcional de los transposones juegan un papel muy importante las
modificaciones en la cromatina y en las histonas, de tal forma que los cambios
epigenéticos en el DNA regulen las funciones de los SINE (Adeniyi-Jones and Zasloff,
1985; Kaplan et al., 1985; Paulson and Schmid, 1986; Bachvarova, 1988; Ichiyanagi et
al., 2011).
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Dentro de los SINE, en el genoma humano los elementos Alu son los mas
abundantes, ya que estos elementos mdviles cuentan con mas de un millon de copias
(Lander et al., 2001). Ademas, el hecho de que el 7SL RNA sea su precursor indica que
su aparicion evolutiva en los supraprimates tuvo lugar de forma temprana (Kriegs et al.,
2007). La familia de los Alu humanos esta compuesta por varias subfamilias de distinta
edad genética caracterizadas por poseer mutaciones jerarquicas (Deininger and Batzer,
1993).

7. Modificacién de la arquitectura de la cromatina.

En los dltimos cinco afios, han cobrado importancia los estudios sobre la
posicién que ocupan en el genoma los elementos reguladores de los genes (promotores,
elementos represores, potenciadores, aisladores,...). Por tanto, la cromatina no se
posiciona de forma aleatoria dentro del ndcleo, sino que cada cromosoma posee su sitio
establecido. Los cromosomas que son ricos en genes tienden a agruparse en el centro
del nucleo, debido a que en esta zona las posibilidades de expresion son mayores que en
la periferia. Aun asi, esto no quiere decir que en esta Ultima zona haya una ausencia
total de transcripcién (Finlan et al., 2008). Los cromosomas tienen la capacidad de
organizarse en dominios topoldgicos, con un tamafio de mega bases, llamados TADs.
Las interacciones long-range entre elementos reguladores y promotores en estos

dominios es elevada (Dixon et al., 2012).

Por tanto, la relacién entre la posicién nuclear y la expresion génica esta
ampliamente aceptada (Gibkus & Dekker, 2013). En estas interacciones de largo
alcance, participa activamente la proteina CTCF. Originalmente fue descrito como un
represor de la proteina c-myc en pollo (Filipova et al., 1996), pero posteriormente se
comprobo que poseia una actividad de enhancer-blocking en su locus (Recillas-Targa et
al.,, 2002). CTCF es considerado el insulator por excelencia, y su funcion mas
investigada es la de atraer loci que estén distantes en el espacio, incluso en cromosomas
diferentes (Phillips-Cremins & Corces, 2013). En ratones, se ha descrito también como
elemento insulator al B1x35s, de la familia de los SINE-B1 (Roman et al., 2011), cuyo

equivalente en el genoma humano serian los elementos Alu. Concretamente, este
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B1x35s posee un sitio de union XRE para la proteina AhR separado 35 pares de bases

del elemento de union de las proteinas Slug y Snail (Roman et al., 2008).

Ademas, actualmente se conocen regiones de DNA de alta accesibilidad entre
nucleosomas que son usadas como plataformas de aterrizaje de otras proteinas
encargadas de prevenir el esparcimiento de la cromatina, entre las cuales estd CTCF, lo
cual podria estar estableciendo indirectamente barreras genome-wide (Fu et al., 2008).

Por todo ello, cabe destacar el reciente interés en estudiar la posible relacion
entre la accesibilidad de la cromatina y la regulacion de la expresion génica por parte de
elementos potenciadores (enhancers) y aisladores (insulators).

8. Diferenciacion celular y pluripotencia.

La capacidad que poseen las células iniciales embrionarias de diferenciarse hacia
cualquier tipo de linaje celular se denomina totipotencia. Tras la fecundacion, el zigoto
dara lugar a una morula la cual, tras diferenciarse, formara un blastocisto, el cual se
compone de masa celular interna (ICM, Inner Cell Mass) y trofoectodermo. Ya en este
estadio temprano del desarrollo, las células del trofoectodermo son incapaces de
recuperar el potencial de diferenciacion que poseian inicialmente. Por su lado, la ICM si
mantiene parte de la capacidad para desarrollar distintos tipos celulares, aungque no
todos, por lo que se considera que a partir de esta fase las células son pluripotentes. A
partir de la gastrulacion, Unicamente las células germinales mantendran la capacidad de

producir una célula totipotente tras la fecundacion (Jared et al., 2012).

En el proceso de diferenciacion, una célula madre sufre una reprogramacion
genética, en la cual se reprimen ciertos patrones de expresién que daran lugar a una
célula completamente diferenciada. Debido al establecimiento en los laboratorios de
cultivos de células madre embrionarias, han sido identificados los genes responsables
del mantenimiento de la pluripotencia, la mayoria de los cuales codifican para factores
de transcripcion. Cuando varios de ellos se combinan (NANOG, OCT4, SOX2, KLF4 y

c-MYC) son capaces de convertir fibroblastos embrionarios y adultos en células madre
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pluripotentes (iPS, induced Pluripotent Stem cells) (Takahashi and Yamanaka, 2006;
Radzisheuskaya and Silva, 2014).

El mantenimiento de la pluripotencia en las células madre embrionarias
(Embrionary Stem Cells, ESCs) lo lleva a cabo la red transcripcional formada por
NANOG, OCT4 y SOX2 (Jaenisch and Young, 2008; Young, 2011). Mientras que
OCT4 y SOX2 pueden co-regularse a si mismos, a su vez modifican la expresion de
NANOG, FGF4 y UTF1 (Nishimoto et al., 1999; Ambrosetti et al., 2000; Catena et al.,
2004; Chew et al., 2005; Koruda et al., 2005; Okumura-Nakanishi et al., 2005; Rodda
et al., 2005). Todos estos genes componen una red transcripcional que incluye bucles de
retroalimentacion positiva que la mantienen estable, proporcionandole una rapida
velocidad de respuesta ante la persistencia de una sefial activadora (Shen-Orr et al.,
2002). Incluso se han llegado a caracterizar redes reguladoras entre estos factores de
transcripcion y microRNAs (miRNAs), tales como el miR-145, el cual opera en un
bucle de retroalimentacidon negativa junto con OCT4, SOX2 y KLF4 reprimiendo la

translacion de sus propios mRNAs (Xu et al., 2009).

9. NANOG.

NANOG es uno de los factores de transcripcion mas importantes implicado en
pluripotencia y mantenimiento del estado indiferenciado de las ESCs (Mitsui et al.,
2003; Chambers et al., 2003; Hyslop et al., 2005; Wang et al., 2006; Kashyap et al.,
2009; Wang et al., 2008; Pan and Thomson, 2007). La proteina NANOG, en humanos,
estructuralmente posee un extremo amino, un dominio homeobox y un extremo
carboxilo (Mitsui et al., 2003; Oh et al., 2005). Este Gltimo es rico en serina, prolina y
treonina, siendo el responsable de la actividad transcripcional de NANOG. EI dominio
central homeobox contiene un motivo de unién al DNA, mientras que el extremo
carboxilo posee dos subdominios de transactivacion (Oh et al, 2009; Do et al., 2007).
Adicionalmente, en las regiones amino y carboxilo estan presentes secuencias de
localizacion nuclear, junto con un potente sitio de exportacion nuclear que permite el
transporte de la proteina dentro y fuera del ndcleo (Do et al., 2007; Park et al, 2012).
Por su parte, el mMRNA de NANOG esta presente en las células madre pluripotentes del
genoma humano y de raton, siendo ausente en células diferenciadas. Esta expresion de

NANOG es necesaria para el mantenimiento de la identidad de las ESCs (Chambers et
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al., 2003). Actualmente se conoce que heterodimeros de OCT4/SOX2 son capaces de
regular transcripcionalmente a NANOG mediante su unién a la region proximal del
promotor (Kuroda et al., 2005; Do et al., 2009). A pesar de ello, a NANOG no se le
considera en un escalon inferior que a OCT4 y SOX2, ya que posee una serie de
propiedades Unicas y diferenciadoras del resto, tales como su capacidad de
sobreexpresarse para mantener la pluripotencia de las ESCs de manera independiente a
la ruta STAT3-LIF (Leukemia Inhibitor Factor), la cual es imprescindible para que
otros factores mantengan el estado de indiferenciacion celular (Mitsui et al., 2003;
Chambers et al., 2003; Niwa et al., 2000).

Con respecto al desarrollo y a la progresion tumoral, NANOG participa en
procesos de proliferacién, movilidad, apoptosis y comunicacion entre las células
tumorales y el tejido sano que las rodea. En algunos casos, la sola expresion ectdpica de
NANOG es suficiente para inducir una transformacion maligna (Piestun et al., 2006;
Lin etal., 2011). Una expresién andmala de NANOG en células tumorales se traduce en
un incremento de proliferacion celular in vitro y en una mayor tumorigénesis primaria
in vivo. Ademas, la sobreexpresion conjunta de NANOG y OCT4 aumenta el
crecimiento clonogénico y la formacién de cuerpos esféricos en células de
adenocarcinoma pulmonar (Chiou et al., 2010). En cambio, si se suprime la expresion
de ambos en células de pulmoén, o tnicamente NANOG en células de cancer de mama,
el crecimiento clonogénico y la proliferacion desaparecen (Chiou et al., 2010; Han et
al., 2012). Por su parte, se ha encontrado un nivel de expresion importante de NANOG
en multitud de tumores de diferentes tejidos, que incluyen cancer de mama, boca, rifidn,
cuello uterino, proéstata, cerebro, pulmon, estdmago y ovario (Bussolati et al., 2008;
Chiou et al., 2010; Amsterdam et al., 2013; Ezeh et al., 2005; Hart et al., 2005; Hoei-
Hansen et al., 2005; Lin et al., 2012; Guo et al., 2011; Pan et al., 2010; Wen et al., 2010;
Chiou et al., 2008; Gillis et al., 2011; Zhou et al., 2011). En cancer de mama, cancer
colorectal y cancer de ovario, NANOG puede utilizarse como indicador diagndstico de
mal prondstico si esta sobreexpresado (Nagata et al., 2012; Lee et al., 2012; Meng et al.,
2010), mientras que si se combina ademas con una alta expresion de OCT4 en
adenocarcinoma pulmonar esta asociado a estados avanzados de la enfermedad, con un

corto indice de supervivencia (Chiou et al., 2010; Chiou et al., 2008).

Adicionalmente, se ha comprobado in vitro que, en procesos de diferenciacién

celular, la represion de NANOG y OCT4 estd mediada por AhR. Este proceso ocurre a
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través de la expresion de un elemento Alu de NANOG (NANOGx45sAlu) mediada por
la interaccion de sus transcritos con regiones homdlogas presentes en los mRNAs de
NANOG y OCT4 (Morales-Hernandez et al., 2016).

10. OCTA4.

El gen que codifica para OCT4 es POU5SF1, miembro de la familia de factores
de transcripcion POU, llamados asi por su capacidad de unién al DNA a través de
secuencias nucleotidicas octaméricas (dominios POU) (Tantin, 2013., Zhao, 2013).
OCT4, al ser uno de los principales factores de transcripcion implicados en
reprogramacion celular, ha recibido bastante atencion con respecto a la induccion del
estado de pluripotencia de la célula. Gracias a ello, se ha descubierto que OCT4
reconoce Yy se une a regiones reguladoras so6lo o en cooperacion con otros factores de
transcripcion (Ambrosetti et al., 1997; Botquin et al., 1998; Boyer et al., 2008; Chen et
al., 2008; Kim et al., 2008; Loh et al., 2006; Nishimoto et al., 1999; Ouyang et al.,
2009). Ademas, OCT4 juega un papel relevante en el proceso de diferenciacion celular
inducida por acido retinoico (RA), ya que su promotor incluye elementos de respuesta
activados por receptores inducidos por el mismo, asi como un sitio de union para la
proteina de especificidad 1 (SP1) (Minucci et al., 1996; Sylvester and Scholer, 1994).
Durante este proceso, el gen POU5F1 es silenciado debido a una unién conjunta del
factor de célula germinal (GCNF) y otros factores huérfanos de la familia esteroide-
tiroidea a su promotor proximal (Sylvester and Scholer, 1994; Ben-Shushan et al., 1995;
Pikarsky et al., 1994; Schoorlemmer et al., 1994).

Los niveles de expresion de OCT4 marcan su actividad biologica: una reduccion
en ESCs humanas conduce a la induccion de marcadores de endodermo y mesodermo,
mientras que un aumento tiene efecto Gnicamente en los de endodermo (Rodriguez et
al., 2007). OCT4 tiene la capacidad de unirse al DNA en forma de mondmero, de
homodimero o bien como heterodimero con SOX2. En cualquiera de estas
configuraciones, las interacciones de DNA-proteina son identicas, mientras que las
interacciones proteina-proteina dependen de la composicién especifica de cada sitio de
unién (Ambrosetti et al., 1997; Botquin et al., 1998; Boyer et al., 2008; Chen et al.,
2008; Kim et al., 2008; Loh et al., 2006; Nishimoto et al., 1999). Por un lado, OCT4
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reconoce y se une a regiones reguladoras del DNA en diferentes estados de la
cromatina, y, por otro, tiene la capacidad de reclutar a otros factores para establecer
mecanismos de regulacion de la expresion génica, llegando a interactuar con méas de 50
factores de transcripcién en ESCs (van der Berg et al., 2010). Este complejo mecanismo
de regulacion transcripcional orquestado por OCT4 sugiere que, dependiendo del nivel
de expresion de OCT4, éste formara parte de nuevos complejos que modularian nuevos
grupos de genes (Sieweke and Graf, 1988). Ademas, tiene la capacidad de unirse al
DNA en estado de cromatina condensada, actuando en ese caso como un factor de

transcripcion temprano en el inicio del proceso de diferenciacion (Soufi et al., 2012).

Por otra parte, a OCT4 se le pueden atribuir funciones sobre el mantenimiento
de la viabilidad de la linea germinal en mamiferos, debido a que actia como un factor
de supervivencia de células madre (Nichols et al., 1998; Gidekel et al., 2003). Ademas,
cuando las células germinales primordiales (Primordial Germ Cells, PGCs) dejan de
expresar OCT4, en lugar de diferenciarse inician un proceso apoptético (Kehler et al.,
2004). Por su parte, en las células somaéticas, la mayoria de los fallos que se producen
durante la clonacion se deben a variaciones en los niveles de expresion de OCT4
(Donovan et al., 2001; Boiani et al., 2002). Estos Gltimos datos concluyen en la idea de
que OCT4 contribuye con una funcién diferencial en ESCs con respecto a PGCs, por lo
que es necesario comprender su mecanismo de actuacion en la patogénesis de tumores
de células germinales (Germ Cells Tumors, GCTs), de tal manera que una expresion
aberrante de OCT4 puede contribuir a la tumorigénesis de las GCTs (Gidekel et al.,
2003). De hecho, en raton se ha podido corroborar cémo altos niveles de expresién de
OCT4 aumentan la malignidad en tumores derivados de ESCs, mientras que si se
inhibe, la malignidad desciende. Por todas estas razones, OCT4 ha sido propuesto como
un marcador interesante para el diagnostico de GCTs, entre los que podemos incluir
carcinoma embrioide, germinoma, disgerminoma y seminoma. Estas neoplasias, asi
como su capacidad oncogénica, han podido ser evaluadas debido a la utilidad de estas
investigaciones entre la relacion de OCT4 con las GCTs (Cheng et al., 2007).
Concretamente, en células de carcinoma embrioide se ha visto que un retrotransposon
Alu de OCT4 (OCT4x36sAlu) posee actividad promotora en dichas células gracias a
gue en su secuencia posee los componentes necesarios para interaccionar con AhR y ser

posteriormente transcrito por la RNA Polimerasa Ill. Se ha demostrado ademas que
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estos transcritos aumentan considerablemente sus niveles durante la diferenciacion

celular mediada por AhR (Morales-Hernandez et al., 2016).

11. Gametogénesis.

Se ha descrito que variaciones en el nivel de expresion o activacion de AhR
pueden alterar la funcion del sistema reproductor, tanto femenino como masculino (Bell
2012; Karman 2012). De esta manera, la activacion de AhR por el carcinégeno TCDD
parece afectar a la calidad espermatica del sistema reproductor masculino de rata
(Mably et al. 1992;Wilker et al. 1996; Faqi et al. 1998). Ademas, se ha comprobado
que, en ratones machos, la administracion gestacional de TCDD disminuye el tamafio
de los testiculos y de los epididimos en ratones wild type (AhR+/+), pero no en ratones
knock-out (AhR-/-) (Lin et al. 2001), lo cual apoyaria la funcion del receptor en su
capacidad de respuesta ante un estimulo carcinogénico. A su vez, en el desarrollo de los
ovarios en neonatos, el ligando de AhR DMBA (dimethilbenz[a]antraceno) acelera los
procesos apoptéticos en los foliculos primordiales de ratonas AhR+/+, no siendo asi en
AhR-/- (Matikainen et al. 2001; Matikainen et al. 2002).

En condiciones fisioldgicas, AhR posee funciones pleiotropicas en los sistemas
reproductores femeninos y masculinos. Asi, en machos, se requiere la participacion de
AhR en el eje hipotalamo-pituitaria-testiculos para un correcto desarrollo testicular
(Karman 2012). El nivel de expresion de AhR en el hipotdlamo de rata es superior en
machos con respecto a las hembras, lo cual podria influir en la diferenciacion sexual de
género (Petersen et al. 2000; Pravettoni et al. 2005). Ademas, la inactivacion genética
de AhR en ratones de avanzada edad provoca una reduccion de los niveles de
testosterona y una regresion de la vesicula seminal (Baba et al. 2008). En cambio, en
ratones envejecidos AhR-/-, no se producen cambios significativos a este respecto en el
nimero de espermatozoides (Baba et al. 2008) o en la produccién espermatica diaria
(Lin et al. 2001). En ovario, la falta de AhR reduce tanto el namero total de foliculos
(Benedict et al. 2000) como su tasa de crecimiento (Barnett et al. 2007), por lo que en
ratonas AhR-/- la baja capacidad de ovulacion afecta negativamente a la fertilidad y
podria estar asociada a la senescencia del aparato reproductor (Hernandez-Ochoa et al.
2009; Karman 2012). Por tanto, existe una clara relacion entre AhR y el correcto

desarrollo y posterior funcionamiento de ovarios y testiculos.

27



Se sabe ademas que, durante los procesos de oogénesis y espermatogénesis, el
silenciamiento de elementos transponibles es particularmente importante para una
correcta maduracion de las células germinales (Khurana and Theurkauf 2010). Este
procesamiento de transposones tiene lugar en una estructura celular Gnica conocida
como nuage (nube), la cual se compone por un lado de piRNAs (Piwi-interacting
RNAS), los cuales protegen a las células germinales de los transcritos derivados de
transposones (Brennecke et al. 2007; Khurana and Theurkauf 2010; Siomi et al. 2011)
y, por otro lado, de proteinas asociadas, entre las que se encuentran Miwi, Mili y Miwi2
(Deng and Lin 2002; Kuramochi-Miyagawa et al. 2004; Carmell et al. 2007).
Adicionalmente, formando parte del nuage también encontramos la DEAD-box RNA
helicasa MVH (mouse vasa homolog) (Toyooka et al. 2000), la cual es especifica de
células germinales. De hecho, se ha descrito su expresion tanto en espermatocitos (Pillai
and Chuma 2012) como en oocitos (Shoji et al. 2009). Por tanto, todos estos estudios
sugieren que las proteinas del nuage contribuyen a la produccion de piRNAs cuya
funcion seria silenciar o destruir los transcritos derivados de los transposones durante el

proceso de maduracién de células germinales (Khurana and Theurkauf 2010).

Adicionalmente, estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado la
participacion de AhR en la regulacion de la expresion de ciertas formas de short
interspersed nuclear elements (SINE) de la familia de los retrotransposones B1 de ratdn
(Roman et al. 2008). De hecho, se ha descrito como la transcripcion de un transposén
B1-SINE dependiente de AhR reprime la expresion de genes objetivo que contienen tal
elemento en sus promotores, revelando una interaccion funcional entre AhR, la
activacion de elementos transponibles y el control de la expresion génica (Roman et al.
2011b).
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Materiales y
métodos
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1. Cultivo de lineas celulares.

La linea celular mayoritariamente utilizada ha sido la linea NTERA-2 cl.D1 de
carcinoma embrioide testicular humano, la cual tiene la capacidad de diferenciarse en
presencia de acido retinoico (RA), dando lugar a neuronas. Esta linea de carcinoma
embrioide humano se cultivdo en medio de cultivo D-MEM (BioWhittaker, Lonza)
completo’, a una temperatura de 37°C en una atmdsfera al 5% de CO,. El medio de
cultivo fue reemplazado cada 48-72 horas. Cuando las células alcanzaron un 90% de
confluencia, el cultivo se tripsinizd y se sembrd en nuevas placas a una dilucién 1:4.
Para la tripsinizacion, el medio de cultivo fue aspirado con una bomba de vacio y las
celulas se lavaron con 2 ml de PBS. Tras aspirar el PBS, se afiadié 1 ml de tripsina al
0,05% y se incub6 durante 5 minutos a 37°C, produciéndose la digestion proteolitica. La
accion de la tripsina se detuvo afiadiendo 1 ml de medio de cultivo completo
precalentado a 37°C. Las células fueron centrifugadas 5 minutos a 200g y se descarto el
sobrenadante, resuspendiendo el nuevo precipitado celular en medio de cultivo nuevo.
Las células fueron sembradas en placas individuales de 35, 60 6 100 mm o en placas

multipocillos de 6, 12 0 24 pocillos dependiendo de las caracteristicas de los ensayos.

1.1. Tratamientos.

Todos los compuestos utilizados para tratar los cultivos celulares se disolvieron
en dimetil-sulfoxido (DMSQO) o en solucion acuosa tamponada estéril. Los cultivos
celulares control se trataron con un volumen equivalente del solvente. Los reactivos
quimicos empleados se prepararon siguiendo las instrucciones del fabricante. El
isbmero de TCDD 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina se adquirié de AccuStandard. El
acido retinoico (RA) se obtuvo de Sigma. El 3-Deazaneplanocin A, el 5-Azacytidine y
la Chaetocin se obtuvieron de Calbiochem (Millipore). El 6-Formylindolo(3,2-
b)carbazole (FICZ) se obtuvo de Enzo.

! Medio DMEM completo: medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (v/v),
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml y 2mM de L-Glutamina (BioWhittaker, Lonza).
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1.2.Vectores.

Las transfecciones transientes se realizaron empleando Lipofectamine 3000/2000
(ThermoFischer) y mediante electroporacién con MicroPorator MP-100 (Digital Bio),
siguiendo las indicaciones del fabricante; las condiciones de transfeccion se optimizaron
previamente para cada vector transfectado. A continuacion se detallan los principales

vectores y las construcciones genéticas utilizadas en este estudio.

- LMP-shAhR: secuencia correspondiente a un short hairpin (sh) disefiado frente
a la parte codificante del mMRNA de AhR, clonada en el vector retroviral LMP.

- siRNA anti

-  BAC NANOG.

-  BAC ENr313.

- 3XFLAGdCas9/pCMV7.1: enzima Cas9 cataliticamente inactiva unida a la
proteina de fusion 3XFLAG, clonadas en el vector pPCMV?7.1.

2. Analisis de niveles proteicos mediante immunoblotting (western-blotting)

2.1. Preparacion de los extractos proteicos.

Los extractos proteicos se obtuvieron a partir de cultivos celulares en placas de
35, 60 0 100 mm. Se retird el medio de cultivo y la monocapa de células se lavd dos
veces con PBS frio, despegando las células de forma mecénica con 1 ml de PBS y
centrifugandose a 2000 x g durante 2 minutos. Posteriormente, el pellet de células se
resuspendié en 200 pl de tampon de lisis® durante 20 minutos a 4°C con agitacion, para
luego centrifugarlos 10 minutos a 13200 r.p.m. a 4°C. Se recuperaron los sobrenadantes

con los extractos proteicos y se almacenaron a -20°C hasta su uso.

2.2. Preparacion de extractos proteicos nucleares.

2 Tampon de lisis para extractos proteicos totales: Tris-HCI 50 mM pH 7.5, EDTA 2 mM, EGTA 2
mM, sacarosa 270 mM, B-glicerol-fosfato 10 mM, pirofosfato sédico 5 mM, fluoruro sédico 50 mM,
Triton X-100 1%, ortovanadato sodico 0.1 mM, B-mercaptoetanol 1%, inhibidor de proteasas

COMPLETE 4 pg/ul.
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Las células se lavaron como se ha indicado en el apartado anterior. El pellet
celular se lisé con tampén de lisis A% (150 pl por condicién) durante 10 minutos a 4°C.
Se centrifugd durante 15 segundos a 12.000 x g y se retird el sobrenadante (fraccion
citosélica). Al precipitado se le afiadié tampon de lisis B* (50 pl) y se incubé durante 20
minutos a 4°C. Tras una centrifugacion a 14.000 x g durante 5 minutos, se recuperd el

sobrenadante y se midi6 la cantidad de proteina presente en el extracto.
2.3. Medida de la concentracion de proteina.

La concentracion de proteina de los extractos celulares se determin6 mediante el
método colorimétrico de Bradford, utilizando el reactivo Coomassie plus protein assay
reagent (Pierce) y albimina de suero bovino (BSA) como estandar. Tras desarrollar la
reaccion colorimétrica, se midié la absorbancia de las muestras a una longitud de onda
de 595 nm, y los valores obtenidos se interpolaron en una recta patron construida con

cantidades conocidas de BSA.

2.4. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y

transferencia a membranas de nitrocelulosa.

Para la realizacion de electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida se ha utilizado el sistema de tampon discontinuo descrito por Laemmli
(Laemmli, 1970). Alicuotas conteniendo entre 10 y 30 pg de los correspondientes
extractos proteicos se mezclaron con el volumen adecuado de tampdn de carga para
proteinas® y se desnaturalizaron por incubacién a 95°C durante 5 minutos. Las protefnas
se separaron en funcion de su peso molecular sometiéndolas a electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes por la presencia del detergente idnico
SDS (SDS-PAGE®). Se emplearon geles de poliacrilamida a concentraciones finales del

7,5%, 10% 6 12%, dependiendo del peso molecular de la proteina en estudio.

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas presentes en el gel fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories) mediante la

aplicacion de un campo eléctrico en una cubeta conteniendo una solucion de

® Tampon de lisis A: Hepes 10 mM pH 7.9, MgCl, 1.5 mM, KCI 10 mM, DTT 0.5 mM, PMSF 0.2 mM,
inhibidor de proteasas COMPLETE 4 pg/pl.

* Tampon de lisis B: Hepes 20 mM pH 7.9, MgCl, 1.5 mM, NaCl 420 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 0.5
mM, PMSF 0.2 mM, Glicerol 25%, inhibidor de proteasas COMPLETE 4 ug/ul.

55 x tampon de carga para proteinas: Tris-HCI 62.2 mM pH 6.8, SDS 10% (p/v), glicerol 50% (v/v),
azul de bromofenol 0.025% (p/v), B-ME 20% (v/v).

® Tampon de electroforesis: Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0.1% (p/v).
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transferencia de composicion iénica definida’. La transferencia se realizé a 4°C durante
16 horas a 77 mA, o bien durante 2 horas a 400 mA cuando se transfirieron proteinas de
bajo peso molecular. Después de la transferencia, las membranas fueron tefiidas con el
colorante reversible Ponceau S8, el cual nos permite comprobar la eficacia del proceso
asi como la homogeneidad de carga para las diferentes muestras. Posteriormente, las
membranas fueron bloqueadas durante 2 horas a temperatura ambiente en solucion de
bloqueo para Western blot® e incubadas con el correspondiente anticuerpo primario
empleando la dilucion y las condiciones indicadas en el Anexo Il: Tabla de
Anticuerpos. Tras 4 lavados de 10 minutos cada uno en TBS-T°, las membranas se
hibridaron durante 45 minutos a temperatura ambiente con el correspondiente
anticuerpo secundario conjugado con la enzima peroxidasa de rabano (HRP). A
continuacion, las membranas fueron sometidas a 5 lavados adicionales de 10 minutos
cada uno en TBS-T y a un lavado final de 5 minutos en TBS (Tris-HCI 50 mM pH 7.5,
NaCl 75 mM). Finalmente, se afiadié el sustrato quimioluminescente SuperSignal
Chemiluminescent Substrate (Pierce) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las
membranas se revelaron con peliculas KodaK BioMax light film (Sigma-Aldrich) y
posteriormente escaneadas para su analisis por densiometria, o utilizando directamente

el Molecular Imager ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad) con el software Image Lab 5.1.

Anticuerpo Casa Anticuerpo Tiempo
Dilucion
primario comercial secundario incubacion
AhR 1:1000 Pierce Conejo 2h
B-lITubulina 1:200 Santa Cruz Ratén 2h
a-Actina 1:1000 Sigma-Aldrich Conejo 2h
FLAG 1:1000 Millipore Conejo 2h
NANOG 1:600 Abcam Ratén 2h
OCT4 1:100 Santa Cruz Ratén Overnight

" Tampoén de transferencia: Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20% (v/v).

® Ponceau S: Ponceau S 0.5% (p/v), acido acético 5% (v/v).

% Solucién de bloqueo para Western blot: leche desnatada en polvo al 5% (p/v) disuelta en TBS-T.
Y0 TBS-T: Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 75 mM, Tween-20 0.2% (v/v).
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(o/n)

CAF1 1:1000 Novus Bio Conejo 2h
Overnight
PRMT1 1:200 Santa Cruz Conejo
(o/n)

Figura M.1.

3. Inmunoprecipitacion de proteinas.

Se prepararon extractos celulares y se determiné su concentracion de proteina.
Alicuotas conteniendo 0.8-1 mg de proteina se inmunoprecipitaron con 1-3 pg de
anticuerpo especifico frente a la proteina de interés durante 16 horas a 4°C con rotacion.
Posteriormente, se afiadieron a los inmunoprecipitados 25 pl de proteina A/G Plus
agarosa (SantaCruz) y se incub0 durante dos horas mas. Los inmunoprecipitados se
lavaron entonces cuatro veces con tampén de lavado A (Tris-HCI 20 mM pH 8, EGTA
1 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM NaCl 100 mM). Las proteinas inmunoprecipitadas,
asi como los extractos nucleares totales, fueron analizados mediante Western Blot
empleando los anticuerpos y las condiciones indicadas en el anexo Il: Tabla de

anticuerpos.

4. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP).

Con el fin de determinar la union directa de una proteina a una region de DNA
in vivo, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP). Para cada
experimento se necesitaron (5-10) x 10° células. Con el fin de estabilizar las uniones de
las proteinas al DNA se afiadio formaldehido (Sigma Aldrich) directamente al medio de
cultivo, a una concentracion final del 1% durante 15 minutos a temperatura ambiente
con agitacion suave. La reaccion de entrecruzamiento proteina-DNA se detuvo
afiadiendo glicina 0.125M (Panreac) durante 5 minutos. A continuacion, se retird el
medio de reaccion y las células se lavaron dos veces con PBS frio, para posteriormente

recogerse las suspensiones celulares en tubos conteniendo 400 pg/ml de inhibidores de
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proteasas (Complete, Roche). Las suspensiones celulares se centrifugaron a 500 x ¢
durante 5 minutos a 4°C para eliminar el PBS y las células se resuspendieron en tampén
de lisis-SDS** conteniendo inhibidores de proteasas (200 pl por condicién), y se
incubaron durante 10 minutos a 4°C. Los lisados celulares resultantes fueron sonicados
durante 20-30 minutos en un equipo Bioruptor (Diagenode) a maxima potencia con
ciclos de 0.5 minutos de sonicacion/reposo. Los fragmentos de DNA obtenidos (de un
tamafio comprendido entre 200 y 1000 pares de bases) se centrifugaron a 4 °C durante
10 minutos a 13000 x g. Se midid la concentracion de DNA del sobrenadante (100-150
g de cromatina por IP) y éste se diluy6 diez veces en tampén de dilucién de ChIP?
conteniendo inhibidores de proteasas. Para reducir las uniones inespecificas, las
muestras se incubaron durante 45 minutos a 4°C con agitacion suave en presencia de
proteina A/G Plus agarosa. Tras centrifugar durante 5 minutos a 200 x g, se afiadio a los
sobrenadantes el anticuerpo especifico (2-3 pg) y se incubaron durante toda la noche a
4°C con rotacion suave. Como control negativo se realizaron incubaciones en ausencia
de anticuerpo primario, y como control positivo se utilizaron partes alicuotas de los
extractos previas a su incubacion con el anticuerpo primario (DNA total o input). Tras
afiadir una nueva alicuota de A/G Plus agarosa, se realiz6 una incubacion adicional de 1
hora a 4°C con agitacion. Las muestras fueron centrifugadas a 2000 x g durante 1
minuto a 4°C. Posteriormente, los precipitados conteniendo los complejos anticuerpo-
proteina-DNA se lavaron durante 5 minutos con los siguientes tampones: tampén de
lavado de baja fuerza ionica (SDS 0.1%, Triton X-100 1%, EDTA 2 mM, Tris-HCI 120
mM pH 8, NaCl 150 mM), tampdn de lavado de alta fuerza iénica (SDS 0.1%, Triton X-
100 1%, EDTA 2 mM , Tris-HCI 120 mM pH 8, NaCl 500 mM), tampdn de lavado
conteniendo LiCl (LiCl 0.25 M, NP40 1%, deoxicolato 1%, EDTA 1 mM, Tris-HCI pH
10 mM 8.1) y dos lavados con tampén TE (Tris-HCI 10 mM pH8.0, EDTA 1 mM). Tras
estos lavados, los complejos se extrajeron con tampon de elucion (SDS 1%, NaHCO;
0.1 M, 200 pl por condicion) durante 15 min con agitacion y fueron posteriormente
centrifugados a 2.000 x g durante 1 min. El proceso se repitié una vez mas y todos los
eluados se combinaron en un mismo tubo. A continuacién se incubaron durante 4 h a
65°C en NaCl 200 mM para romper los entrecruzamientos DNA-proteina y liberar el
DNA, incorporandose también en este paso los DNA inputs. Para eliminar las proteinas,
las muestras se incubaron durante 1 h a 45°C en una solucion conteniendo EDTA 10
mM, Tris HCI 40 mM pH 6.5 y 40 ug/ml de Proteinase K (Roche). Finalmente, el DNA

fue purificado usando columnas ChIP DNA Clean & Concentrator (Zymo Research)
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disefiado para la purificacion de muestras conteniendo SDS. La cuantificacion de la

uniéon se hizo mediante PCR en tiempo real (StepOne, Applied Biosystems) usando

cebadores especificos para cada region analizada (figura M.1.). Los datos se muestran

como: porcentaje respecto al input de DNA de la inmunoprecipitacion menos porcentaje

respecto al input de DNA del control sin anticuerpo.

Secuencia cebadores

Hebra lider (Fw)

Hebra retrasada (Rv)

OCT4 x36s
OCT4 x14s
NANOG x45s
NANOG x14s
NANOG 1
NANOG 2
NANOG 3
NANOG 4
NANOG 5
NANOG 6
enChiP 1
enChlP 2
CAF1
PRMT 1

Figura M.2.

5 -GCTGACTTCATCCCTATTCT-3”
5 -GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3’

5-CAAAAGGAAAGAGCATGCAGAA-3’

5- GGCCCTGGGTCCATCTTCC-3’

5- GCTTATCAGACTGATGTTGACTG-3’

5- AGCTGAGGCGCTGCTTCT-3’
5- GTGGCACTCAAACTGTGG-3’
5- GGGGATACAGCAGCAATTC-3’
5- GGGATGAGGTAGTAGGTTG-3’
5-CAAAAGGAAAGAGCATGCAGAA-3’
5 -GATTTGTGGGCCTGAAGAAA-3’
5-CGCCTGTAATCCCAACACTT-3’
5 -CCTGTAATCCCAGCTACTC-3’
5"-TGCCAGACCAACATCAAC-3’

Anticuerpo
Dilucion
primario

AhR 1:1000

RPC32 1:200

CTCF 1:200

RNA Pol Il 1.200
PARP 1 1:1000

Casa

comercial

5-GCTCCAGGAGATAGCAGTTG-3
5 -GAAGATGGTGATGGGATTTC-3
5 -ATGATCTAGACCTCCAGAGTTGTAGC-3"
5- ACCCGGGAGCCATCTTTACC-3
5- CAGCCCATCGACTGGTG-3
5- CCTCGGGCACTTACAGACA-3°
5- GTAACACTCAAAAGATGGCGG-3"
5- CCACCTTCTACCTTCCCC-3"
5- GGAAAGACAGTAGATTGTATAG-3"

5 -ATGATCTAGACCTCCAGAGTTGTAGC-3
5-AAGTGGGTTGTTTGCCTTTG-3"
5-CGCCTGTAATCCCAACACTT-3

5-GCAATCTTGGCTCACTGC-3"
5-CTCATAGTCCTCGGATTGC-3"

Anticuerpo

Tiempo

secundario incubacion

Pierce Conejo 2h
Santa Cruz Ratoén 2h
Overnight
BD Raton
(o/n)
Overnight
Invitrogen Rata
(o/n)
Millipore Conejo 2h

59°C
59°C
59°C
59°C
59°C
59°C
59°C
59°C
59°C
59°C
59°C
58°C
58°C
59°C
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NANOG 1:600 Abcam Raton 2 h

Overnight
OCT4 1:100 Santa Cruz Ratdn
(o/n)
H3K4 1:1000 Conejo 2h
Overnight
H3K9 1:200 Santa Cruz Conejo
(o/n)
Overnight
H3K27 1:200 Santa Cruz Conejo
(o/n)
Figura M.3.

5. Doble ChIP consecutivo (Re-ChlP).

El doble ChIP consecutivo (Re-ChIP) se realizO para detectar la unién
simultanea de dos proteinas a la misma region de DNA. El protocolo es similar al
empleado para qChlIP, con las siguientes diferencias: (i) el material de partida (células)
tiene que ser entre dos y tres veces mayor en el caso de Re-ChlP (para una cantidad
final de cromatina entre 200 y 400 pg por condicion); (ii) después de los lavados con los
tampones de baja y alta fuerza idnica se extraen los complejos DNA-proteina retirando
la proteina A/G Plus agarosa por elucion con 25 pl de DTT 10 mM durante 20 min a 37
°C en agitacion intensa (x2). Este eluado se diluye diez veces en el tampon de dilucién
ChlIP, y se vuelve a incubar con el segundo anticuerpo de interés; (iii) se lleva a cabo
una segunda inmunoprecipitacion con anti-GAPDH como control negativo del

experimento.

6. Andlisis de la expresion génica mediante PCR en tiempo real (QPCR).

El RNA celular fue extraido usando el kit comercial RNeasy (Qiagen) (1-2 x 10°
células por experimento) y su concentracion Yy pureza cuantificadas por
espectrofotometria con el BioPhotometer D30 Eppendorf (Ao Y Aozeo/Asgo). La
transcripcion reversa se realizd usando el kit comercial iScript cDNA (BioRad)

empleando 100pg - 1ug de RNA por condicion. La cuantificacion de la expresién de los
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genes de interés se realizé mediante PCR en tiempo real (StepOne, Applied Biosystems)
usando cebadores especificos para cada gen analizado y los cDNAs sintetizados. La
expresion de cada gen se normalizo por la de los controles constitutivos GAPDH vy -
ACTINA (ver anexo I: Tabla de Primers).

7. Transfeccion de células en cultivo.

Para las transfecciones transientes se uso el nucleoporador MicroPorator MP-
100 (Digital-Bio). Como paso previo, las células fueron transferidas a medio completo
sin antibidtico 12-24 h antes de la transfeccion. En el momento de la electroporacion,
las células se tripsinizaron (Life Technologies), se lavaron y se resuspendieron en medio
Opti-MEM (Gibco). A esta solucion se le afiadié el DNA correspondiente (cDNA 'y
shRNA para AhR generados en nuestro laboratorio y siRNA comercial anti-AhR
(Dharmacon). Los cDNAs se emplearon a una concentracién de 5 pg / 10° células
mientras que los siRNA y shRNA frente a AhR se afadieron a 100 nM. Las
condiciones de electroporacion fueron: un pulso de 1400 V durante 30 ms (NTERA-2).
Transcurridas 24 h desde la transfeccion, las células se cambiaron a medio completo y

se crecieron durante 48-60 h adicionales.

8. Chromosome Conformation Capture (3C).

El 3C es una técnica de biologia molecular que permite revelar las interacciones

entre fragmentos de cromatina situados a una larga distancia entre si.
8.1. Cross-linking y digestion celular.

Las células N-TERA2 se sembraron en placas de 100 mm, tal y como se
describe en la seccion 1. Una vez terminados los tratamientos correspondientes, las
células se lavaron una vez con PBS para eliminar los restos de medio de cultivo para,
posteriormente, fijarlas en 10 ml de PBS con PFA (a una concentracion final del 2%)
durante 10 minutos con agitacién suave. A continuacion, para detener la reaccion de

fijacion, se le afiadio glicina (125 mM) durante 5 minutos, también con agitacion suave.
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Utilizando un scrapper o rascador, las células ya fijadas fueron despegadas de la
placa en PBS y centrifugadas a 2000 rpm a 4°C durante 5 minutos, y el sobrenadante
fue retirado. A continuacion, los pellets se resuspendieron en 5 ml de buffer de lisis frio
(50mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NacCl, 5 mM EDTA, 0.5% NP-40, 1% Triton X-100,
1x complete protease inhibitors de Roche) y se dejaron reposar en hielo durante 10
minutos. Posteriormente, se transfirieron las células a un homogeneizador de tejidos,
con movimientos suaves cada 10 minutos, hasta que las células se lisaron por completo,
dejando los nucleos intactos. Una vez comprobada la correcta lisis celular, las células se
centrifugaron 5 minutos a 4 °C y 2000 rpm, y los pellets resultantes resuspendieron en

450 pl de agua mili-Q.
8.2. Digestion enzimética.

Tras la adicién de 60 pl de tampdn de digestion B 10x y de 15 pl de SDS al
10%, las muestras se incubaron durante una hora a 37°C con agitacion fuerte a 900 rpm.
Después, se le afiadieron 75 ul de Triton x-100 para contrarrestar el SDS, y se incubd
durante una hora mas, también a 900 rpm y 37°C de temperatura. Como control sin
digerir, se tom6 una muestra de 10 pl de cada tubo, y se guardaron a 4°C hasta su
posterior incorporacién. Para la digestion enzimatica, se afiadieron 200 U de Hindlll y
se incubaron las muestras durante toda la noche a 37°C y 900 rpm. Tras esas 12 horas,
se afiadieron otras 200 U de enzima extra durante 4 horas. Tras ello, se tomaron
nuevamente otros 10 ul como control de la digestion, y se corrieron en un gel de
agarosa junto con los anteriores 10 pl no digeridos. Para ello, se purifico el DNA de
todos esos controles incub&ndolos con 5 pl de Proteinase K 10 mg/ml (Roche) en 95 pl
de Tris-HCI 10mM pH 7,5 durante una hora a 65°C para revertir la fijacion. En el caso
de que la digestién no hubiese funcionado, se volveria a afiadir enzima y tampon nuevo,
y se incubarian las muestras otras 12 horas. Una vez que se haya producido la correcta

digestion, continuamos con el siguiente paso.
8.3. Ligacion de la cromatina digerida.

Con el fin de inactivar la enzima de restriccion, las muestras se calentaron a
65°C durante 20 minutos, y fueron transferidas a un tubo Falcon de 50 ml. Se les afiadio
un volumen de 5,7 ml de agua mili-Q, junto con 700 ul de tampon de ligacion 10x
(300mM Tris-HCI pH 7.8, 100 mM MgCl,, 100 mM DTT, 10 mM ATP) y 30 U de T4

DNA Ligase (New England Biolabs), para su posterior incubacion a 16°C durante toda
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la noche. Al dia siguiente, se comprob0 la eficiencia de la ligacion mediante la toma de
partes alicuotas de 100 pl que fueron procesadas de la misma manera que en la seccion
anterior. A continuacion, tanto las muestras ligadas como las muestras digeridas se
compararon tras correr en un gel de agarosa. Si la ligacion habia ocurrido de forma
correcta, las muestras se procesaron como se indica a continuacion. En caso contrario,

se afiadiria de nuevo la T4 DNA Ligase con su correspondiente tampon.
8.4. Revertir cross-linking y purificacion del DNA.

Las muestras fueron incubadas con 30 ul de Proteinase K (10 mg/ml, Roche) a
65°C durante toda la noche para revertir la fijacion. Al dia siguiente, los restos de RNA
se retiraron mediante la adicion de RNAse A (10 mg/ml, Roche) durante 45 minutos a
37°C. Finalmente, el DNA se purific6 mediante una extraccion fenol/cloroformo
seguida de una precipitacion en etanol. Para ello, se afiaden a las muestras 1/10 de
volumen de acetato sodico 3M a pH 5,2. A continuacién, se le afiade 1 volumen de
fenol y se mezcla bien por inversion. Los tubos se centrifugaron 5 minutos a maxima
velocidad, y la fase superior acuosa resultante fue transferida a un tubo limpio. En él, se
afiade 1 volumen de fenol/cloroformo 50/50, y se repite el paso anterior. De nuevo
recuperamos la fase acuosa, a la cual afiadimos por ultimo 1 volumen de cloroformo, y
se centrifuga de nuevo. Se recupera la fase acuosa y , para precipitar el DNA, se afiaden
dos volumenes de etanol 100% frio, y se incuba al menos durante una hora a -80°C.
Posteriormente, centrifugamos las muestras durante 15 minutos a maxima velocidad y a
temperatura ambiente. Se retird el sobrenadante y el DNA se lavo con 1 ml de etanol
70% en las mismas condiciones que la centrifugacion anterior. Finalmente, dejamos
secar los tubos y los pellets se resuspendieron en 150 pl de Tris-HCI 10 mM pH 7,5 a
37°C durante 30 minutos y, posteriormente, el DNA se hidraté durante 14-16 horas a
4°C. Posteriormente, las muestras se guardaron a -20°C hasta su uso en PCR

cuantitativa.
8.5. PCR cuantitativa de los productos de ligacion.

Se disefid un grupo de primers especifico para las zonas de corte de Hindlll
contenidas en la region de 88 kb en la que se encuentra NANOG y sus elementos Alu.
El rango lineal de amplificacion fue determinado mediante la qPCR de diluciones
seriadas del BAC de control y las muestras obtenidas del 3C, con diferentes parejas de

primers. Una vez establecida la concentracion de trabajo para el DNA, se realizaron
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gPCRs por duplicado en las que se fij6 como gancho el primer numero 3
(correspondiente al Alu x45s) y se combindé con el resto de primers de la region (3+1,
3+2, 3+4,...). Posteriormente se realiz6 el mismo proceso estableciendo esta vez como
gancho el primer numero 6 (correspondiente al Alu x14s). Para calcular la frecuencia
de interaccion relativa, se utilizé como standard una curva generada de la dilucion serial
de muestras del BAC (seccion 8.6), la cual contenia todos los posibles productos de
ligacion en la misma proporcion. Con el objeto de poder comparar distintos
experimentos de 3C, las interacciones observadas en cada caso fueron normalizadas con
el control interno ERCC3-BAC (seccion 8.6), un locus del genoma cuya distribucion
espacial permanece inalterable en las distintas condiciones experimentales (De Laat &
Grosveld, 2003; Palstra et al., 2003; Drissen et al., 2004). Para la qPCR se utiliz6 como
fluoréforo una MasterMix de SYBR-Green de Applied Biosystems.

8.6. Preparacion del BAC.

Para poder normalizar la eficiencia de la gPCR con las diferentes parejas de
primers, era necesario un control positivo. Se preparé una plantilla con todos los
posibles productos de ligacion posibles en idéntica proporcion, la cual fue generada
mediante digestion aleatoria y posterior ligacion de un cromosoma artificial bacteriano
(Bacterial Artificial Chromosome, BAC) que cubria la region de interés del cromosoma
6 en la que se encuentra NANOG. EI BAC fue obtenido del BACPAC Resources
Center del Children’s Hospital Oakland Research Institute de Oakland (California,
USA). Adicionalmente, se utilizé otro BAC que contenia el locus de normalizacion
ERCC3 para poder comparar las distintas muestras.

Una vez recibidos, los clones del BAC fueron restriados en placas de LB Agar
suplementadas con 30 mg/ml de cloranfenicol (Sigma-Aldrich) e incubadas toda la
noche a 37°C. Por cada construccion, se picaron un minimo de 3 colonias, las cuales se
crecieron durante toda la noche en un cultivo de 3 ml de medio de cultivo LB con la
misma concentracion de cloranfenicol, con una agitacion de 210 rpm. Al dia siguiente,
las minipreparations de los BACs se centrifugaron a 10000 g durante 1 minuto, y los
pellets se resuspendieron en 100 pl de Solucion I (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH
7.5, 10 mM EDTA pH 8). Para la lisis, se afiadieron 200 pl de Solucién Il (0,2 M de

NaOH, 1% de SDS) y se incubaron las muestras durante 5 minutos a temperatura
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ambiente. La lisis fue neutralizada afiadiendo 150 pl de Solucién 1T (AcK 3M, 11,5 %
v/iv de acido acético glacial) durante 10 minutos en hielo. Posteriormente se
centrifugaron los tubos 5 minutos a 4°C con velocidad méaxima, y el DNA resultante fue
precipitado con etanol. Finalmente, los pellets se resuspendieron en 30-50 ul en TE. A
continuacion, comprobamos mediante amplificacion por PCR si los clones presentaban

las secuencias esperadas.

El BAC purificado fue cuantificado en un gel por densitometria y se digirieron 5
pl de DNA total en un volumen final de 500 pl con 200 U de Hindlll durante toda la
noche a 37°C. En paralelo, se tom6 1 pl del BAC del ERCC3 para una digestion en las
mismas condiciones. Tras confirmar en un gel de agarosa que las digestiones habian
funcionado, el DNA se purificoé mediante una extraccion fenol/cloroformo seguida de
una precipitacion en etanol, para posteriormente poner una ligacion en un volumen final
de 100 pl con 6 U de T4 DNA Ligase (New England Biolabs) durante toda la noche a
16°C. La eficiencia de la ligacion se comprueba nuevamente en un gel de agarosa y las
muestras se purifican finalmente de la misma manera que en el apartado anterior. Los

pellets resultantes se resuspenden en 100 pl de TE.

9. Engineered Chromatin Immunoprecipitation (enChlP) mediante CRISPR.

El enChIP es un novedoso método de biologia molecular basado en CRISPR-
Cas9 que se utiliza para capturar una regién concreta de cromatina junto con todas las
proteinas que interactdan con la misma. Para ello disponemos de una enzima Cas9
cataliticamente inactiva (no corta DNA) a la cual se le ha unido un tag de FLAG, el cual
nos va a permitir posteriormente hacer un ChlIP usando un anticuerpo anti-FLAG. A

continuacion podemos observar un esquema de la técnica (figura M.2.)
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9.1 Cultivo, tratamientos y transfeccion.

Por cada condicién experimental, se utilizaron 5 x 10° células N-TERA2. Se
mantuvo un grupo de células control y otro tratado con &cido retinoico (RA) 1 uM
durante 48 horas. Cuando comenzo el tratamiento de RA, ademas, las células fueron
transfectadas con 2 pg de 3xFLAGACas9/pCMV-7.1 (Addgene) utilizando
Lipofectamine 3000 (Invitrogen).

9.2. Fijacion y sonicacion de la cromatina.

48 horas post-transfeccion y post-tratamiento, las células se fijaron en una
solucion de PBS que contenia un 1% de PFA, durante 15 minutos a temperatura
ambiente con agitacion suave. A continuacién, para detener la reaccién de fijacion, se le

afiadié glicina (125 mM) durante 5 minutos, también con agitacion suave.
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Posteriormente, la cromatina fue sonicada del mismo modo que en el protocolo de ChIP
(apartado 4). La cantidad de DNA total resultante es medida en el BioPhotometer d30
(Eppendorf), con el objetivo de continuar el experimento con cantidades

equimoleculares entre las distintas muestras.
9.3. Incubacidn con anticuerpos y lavados.

Para reducir las uniones inespecificas, las muestras se incubaron durante 45
minutos a 4 °C con agitacion suave en presencia de proteina A/G Plus agarosa, del
mismo modo que en el ChIP convencional explicado anteriormente. Las muestras
resultantes tras este proceso de pre-clear se incubaron con 10 pg de anticuerpo anti-
FLAG M2 (Sigma-Aldrich) conjugado con bolas de A/G Plus agarosa durante toda la
noche a 4°C con agitacion suave. Al dia siguiente, se hicieron lavados del mismo modo
que en el ChIP convencional (apartado 4), con la excepcion de que, en lugar de los dos
ultimos lavados con TE, en este caso se utiliz6 tampon TBS (50 mM de Tris-HCI pH
7,5, 150 mM NacCl) con un 0,1% de IGEPAL CA-630 (Sigma-Aldrich).

9.4. Elucién y purificacion de las muestras.

Los inmunoprecipitados se eluyeron incubando cada muestra con 200 pl del
péptido de 3XFLAG (Sigma-Aldrich), a una concentracion de 500 pg/ml, en TBS con
un 0,1% de IGEPAL CA-630 durante 20 minutos a 37°C. Tras la elucion, las muestras
fueron precipitadas con isopropanol, para su posterior resuspension en 40 ul de simple
buffer 2x e incubacion a 95°C durante 30 minutos para revertir la fijacion inicial con

PFA, asi como desnaturalizar las proteinas para el siguiente paso.
9.5. Separacion en gel de acrilamida.

Las muestras, ya desnaturalizadas, se cargaron en un gel de acrilamida para una
electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), como se
explica en el apartado 2.4. La principal modificacion es que en el gel Unicamente se
dejan correr las muestras una distancia de 1 o0 2 cm (lo minimo para que se separen), y
se procede a realizar una tincion de plata, que nos dard una buena resolucion de las
proteinas. Para ello, primero fijamos el gel durante 30 minutos en una solucién con 40%
de etanol y 10% de acido acético. A continuacion, incubamos el gel durante otros 30
minutos con un tampon de sensibilizacion (30% etanol, 0,2% p/v tiosulfato sédico,

6,8% p/v acetato sodico). Lavamos el gel 3 veces durante 5 minutos con agua mili-Q y
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posteriormente lo tefiimos con una solucion de nitrato de plata 0,25% p/v durante 20
minutos con agitacion lenta. Después, lavamos el exceso de tampdn con agua mili-Q
durante 5 minutos (x2) y revelamos durante 2-5 minutos en una solucion de revelado
(2,5% carbonato sodico, 0,04% formaldehido). Cuando las bandas comienzan a hacerse
visibles, el gel se coloca en tampon de parada (1,46% p/v EDTA-Naz-2H,0) durante 10

minutos. Por Gltimo, lavamos el gel en agua mili-Q durante 5 minutos (x3).
9.4. Analisis por espectrometria de masas: proteémica.

Para el analisis de las muestras, tomamaos el gel de acrilamida tefiido con nitrato
de plata y escindimos las bandas correspondientes. Posteriormente, las bandas fueron
enviadas en tubos Falcon de 15 ml para el andlisis de protedmica mediante
espectrometria de masas en el Servicio de Protedmica del Centro de Investigacion del

Cancer de Salamanca (CIC).
10. Inmunofluorescencia de células.

Las células se sembraron en cristales de 13 mm de diametro. Tras un lavado en
PBS, las células se fijaron en paraformaldehido al 3,5 % durante 10-15 min a
temperatura ambiente. Tras lavar el exceso de paraformaldehido, se procedi6 a la
permeabilizacién de la membrana celular durante 10 min en PBS conteniendo Triton X-
100 al 0,1 % y BSA al 0,2 %. Las muestras se lavaron dos veces con PBS para eliminar
el exceso de detergente y los epitopos inespecificos se bloguearon durante 30 min en
PBS+BSA al 2%. A continuacion, se afiadio el anticuerpo especifico diluido en solucion
de bloqueo durante al menos 2 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C en
camara humeda. Los anticuerpos primarios empleados se indican en la tabla M.II1. Para
los experimentos de co-localizacion de proteinas se realizaron incubaciones maltiples
empleando el mismo protocolo. Tras tres lavados con PBS, se llevaron a cabo las
incubaciones con los anticuerpos secundarios marcados con diferentes fluoroforos
durante aproximadamente 1 h en cdmara himeda a una dilucion 1:500. Tras varios
lavados adicionales con PBS, los cristales se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente con DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindol) 2 puM disuelto en PBS. Tras
eliminar el exceso de DAPI, se realizd el montaje de los cubreobjetos utilizando una
solucion de PBS y glicerol (1:1). Una vez montadas, las preparaciones se analizaron por

microscopia confocal de fluorescencia empleando un equipo Olympus FV1000 en la
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unidad de microscopia del Servicio de Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de

la Universidad de Extremadura.

11. Inmunofluorescencia de tejidos e inmunohistoquimica.

Las secciones de tejidos, previamente fijadas e incluidas en parafina, fueron
desparafinadas en xilol y rehidratadas gradualmente hasta PBS. Una vez hidratadas, se
inactivo la peroxidasa enddgena durante 45 min por incubacion en PBS-Triton X100
(PBS-T) conteniendo H,0,. Tras lavar con PBS-T, se llevd a cabo el blogueo de los
epitopos inespecificos en la misma solucion conteniendo gelatina 2 g/l y lisina 0,1 M
(PBS-T-G-Lys). A continuacion, las secciones se incubaron durante 16-18 h con el
anticuerpo primario diluido en PBS-T-G en las condiciones indicadas en la tabla M.1V.
Acabada la incubacion, las secciones se lavaron varias veces con PBS-T-G y se
incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado durante 1 h a temperatura ambiente.
Tras lavar el exceso de anticuerpo secundario, las secciones se incubaron con
estreptavidina-peroxidasa y se revelaron empleando una solucion de diaminobencidina
(DAB). EIl revelado se detuvo con PBS vy realizd una tincion con hematoxilina.
Finalmente, las muestras se deshidrataron empleando alcoholes de concentraciones
crecientes y se montaron empleando Eukitt (Kindler GmBH). Las secciones se

visualizaron y fotografiaron en un microscopio Zeiss.

Para los ensayos de inmunofluorescencia, el proceso fue el mismo salvo que se
eliminaron la inactivacién de la peroxidasa endogena y el revelado con estreptavidina-
peroxidasa y DAB ya que los anticuerpos secundarios que se emplean en esta técnica
estaban conjugados con moléculas fluorescentes. Ademas, la tincion con hematoxilina
se sustituyo por una incubacion con DAPI y la visualizacion de las secciones se realizo
en un microscopio confocal Olympus FV1000 en la unidad de microscopia del Servicio

de Técnicas Aplicadas a las Biociencias (STAB) de la Universidad de Extremadura.
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Anticuerpo Casa Anticuerpo Tiempo

Dilucién
primario comercial secundario incubacion
AhR 1:1000 Pierce Conejo 2h
NANOG 1:600 Abcam Ratoén 2h
Overnight
OCT4 1:100 Santa Cruz Ratdn
(o/n)
Figura M.5.

12. Extraccion de fragmentos de mononucleosoma de células N-TERAZ2.
12.1. Extraccion de nucleos.

Después de los tratamientos correspondientes, las células se extrajeron de la
placa con un rascador o scrapper, y fueron centrifugadas en PBS frio durante 5 minutos
a 2000 rpm. A continuacion, se afiadieron a los pellets 2 ml de tampén A frio (15 mM
HEPES pH 7,5, 60 mM KCI, 15 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0,34 M sacarosa, 1x Protease
Inhibitor Cocktail EDTA-free, 0,15 mM 2-mercaptoetanol, 0,15 mM Spermine y 0,5
mM Spermidine), y se homogeneizaron las células con un potter de cristal al menos 30
veces de manera suave. A continuacion, se afiadio a las muestras 1 ml de tampon B (15
mM HEPES pH 7,5, 60 mM KCI, 15 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1,1 M sacarosa, 1x
Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free, 0,15 mM 2-mercaptoetanol, 0,15 mM
Spermine y 0,5 mM Spermidine), el cual actuard como colchén de sacarosa. Con
cuidado, se mantuvieron las fases separadas y se centrifugaron los tubos a 800 g durante
5 minutos. Posteriormente, retiramos el sobrenadante y resuspendimos el resto en otros
2 ml de tampo6n A, repitiendo la operacion anterior una vez mas. Tras centrifugar de
nuevo otros 5 minutos a 800 g, los nucleos fueron resuspendidos en 1 ml de Nuclei
Freezing Buffer (50 % glicerol, 0,15 M NaCl, 5mM MgCL,, 10 mM Tris-HCI pH 8, 0,1
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mM EDTA, 1 mM DTT), para luego hacer partes alicuotas de 100 pl y congelarlas a -80°C
hasta su uso.

12.2. Digestion nuclear con MNase (Nucleasa Micrococal).

Se descongelaron los tubos necesarios y se resuspendieron en 1 ml de tampon de
digestion de MNase ( 10 mM Tris-HCI pH 7,5, 15 mM NaCl, 60 mM KCI, 1 mM
CaCl,, 0,15 mM Spermine y 0,5 mM Spermidine). A continuacion, se centrifugaron
durante 15 minutos a 3000 rpm a 42C. Se retir6 el sobrenadante y se resuspendieron los
nucleos en 5 ml de tampon de digestion, repartiéndolos en 5 tubos Falcon de 15 ml cada
uno. Posteriormente, se afiadieron a cada tubo 6 unidades de MNase (Sigma-Aldrich)
por cada pg de DNA, y se hizo una corta incubacion de 30 segundos a 37°C. A continuacion,
paramos la reaccién incubando los tubos en hielo y afiadimos 20 ul de EDTA 0,5 M, 200 ul de
SDS 10% y 40 pl de NaCl a cada uno de ellos. Posteriormente, se adicionaron a cada tubo 5 pl
de Proteinase K (20 pg/ul) y se incubaron durante una hora a 37°C. Finalmente, se realizé una
extraccion fenol/cloroformo y una posterior precipitacion con etanol, del mismo modo que se

explica en el apartado 8.4. EI DNA resultante fue resuspendido en 20 pl de tampén TE.

Las diferentes muestras fueron analizadas en un gel de agarosa al 1%, en el cual se
compararon las bandas correspondientes a los distintos patrones de corte de la MNase segun el

tratamiento inicial.

13. Hibridacion in situ.

La expresion de los retrotransposones B1-SINE fue analizada en criosecciones
de testiculos de ratones AhR+/+ y AhR-/- de 12 o0 14 dias de edad mediante la técnica de
hibridacion in situ. En primer lugar, los testiculos fueron extraidos, congelados y fijados
en paraformaldehido 4% para, posteriormente, obtener secciones de tejido. Tras la
acetilacion, permeabilizacion y lavados, las secciones de tejido fueron pre-hibridadas
durante 2 horas a temperatura ambiente en un tampon compuesto por 50% formamida,
5mM EDTA, 50ug ml™ tRNA, 0,2% tween-20 y 0,2% CHAPS. Las sondas de RNA
marcadas con digoxigenina se diluyeron previamente en solucion de pre-hibridacion a
una concentracién de 200-300 ng ml™, se calentaron a 80°C durante 5 minutos, se
enfriaron en hielo y se afiadieron a las secciones de tejido. La hibridacion se llevo a
cabo durante toda la noche a 72°C en una cadmara humeda. Al dia siguiente, las

secciones se lavaron secuencialmente en tampon SSC 0,2X a 72C durante una hora y
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posteriormente en tampon 100mM Tris-HCL (ph 7,5), 100mM NaCL, 0,1% Triton X-
100. Posteriormente, las secciones se bloquearon en monocloruro de lisina 0,1M con
10% de suero de cabra y se incubaron durante toda la noche con anticuerpo anti
digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina. A la mafiana siguiente, después de lavar
las secciones como se indica anteriormente, las secciones se incubaron con Nitroblue
Tetrazolium (NBT) y con 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) como sustratos
(Roche). Finalmente, las muestras se lavaron con PBS y se utiliz6 Mowiol como medio

de montaje.

Para preparar las sondas sentido (SE) y antisentido (AS) que nos permitieran
detectar los transcritos B1-SINE, en primer lugar amplificamos mediante PCR la
secuencia B1-SINE utilizando los oligonucleotidos indicados en la tabla suplementaria.
Después, el producto de PCR fue clonado en el vector pPGEM-T easy para la sintesis de
la sonda. La sonda AS fue sintetizada utilizando la T7 RNA polimerasa en un vector
pGEM-T digerido con la enzima de restriccion Pstl, mientras que la sonda SE se

produjo usando la SP6 RNA polimerasa en un vector pPGEM-T digerido con Apal.

En los experimentos combinados de inmunofluorescencia (MVH, Mili y Miwi) y
posterior hibridacion in situ, los anticuerpos primarios fueron afiadidos previamente al

montaje de las secciones histoldgicas.

14. Ensayos de fertilidad y obtencion de esperma del epididimo.

Para la realizacion de este experimento, se extrajeron los epidididmos de 10
ratones AhR+/+ y AhR-/- de 8-10 semanas de edad. A continuacion, se aplicd presion
sobre los mismos en una placa de Petri que contenia 1 ml de medio Pure Sperm Wash
(Nidacon) para obtener el esperma. La suspension se homogeneiz6 vigorosamente y el
numero de espermatozoides se obtuvo mediante contaje con una camara de Neubauer,
realizando al menos 8 medidas por duplicado en cada uno de los campos. En el contaje,

Unicamente se tuvieron en cuenta los espermatozoides moviles.

La capacidad fértil de ratones machos AhR+/+ y AhR-/- fue estudiada mediante
experimentos de apareamiento con hembras fértiles ICR de 6 a 8 semanas de edad
(Harlan). Se utilizaron grupos de 20 hembras ICR y 4 machos por cada genotipo de

AhR. EIl nimero de embriones viables recuperados se obtuvo a 18 dias post-coito.
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15. Caracterizacion funcional de los espermatozoides de los epididimos.

Para realizar un analisis funcional, se extrajeron los epididimos de 8 ratones
AhR+/+ y AhR-/- y se realiz6 una preparacion de esperma en medio TNE. A
continuacion, esas suspensiones se dividieron en dos fracciones, una para el analisis
mediante citometria de flujo de la actividad mitocondrial y la integridad de la

membrana, y la otra para un anélisis de motilidad espermatica y pardmetros cinéticos.

16. Medida de la actividad esteroidogénica.

Los niveles de SF-1 fueron cuantificados en ratones machos AhR+/+ y AhR-/- a
partir del suero sanguineo utilizando un kit comercial de ELISA (MyBiosource). Para
ello, se obtuvo la sangre de los ratones en tubos pre-tratados con EDTA v, tras
homogeneizar la solucion, se centrifugd a 5000g durante 5 minutos a 4°C. Tras una
segunda centrifugacion en las mismas condiciones, el sobrenadante se guard6 a -80°C
hasta su uso. En la placa de ELISA, se repartieron partes alicuotas de 50 pl de suero de
cada uno de los ratones por triplicado, y se midié la densidad Optica a 450 nm en el
lumindémetro Varioskan Flash (Thermo Scientific). La concentracién de SF-1 en el suero
fue determinada mediante una curva estandar preparada a partir de concentraciones

conocidas de SF-1 purificado.

17. Citometria de flujo.

Inicialmente, se prepararon las siguientes soluciones madre: LIVE/DEAD
Fixable Aqua Dead Cell Stain kit (50 pul de DMSO en el vial LIVE/DEAD) y
MitoTracker Deep Red (500 uM en DMSO). A continuacion, las muestras de 1 ml que
contenfan 1 x 10° espermatozoides ml™ en PBS fueron tefiidas con 1 pl de solucién
LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell y con 0,3 pl de MitoTracker Deep Red. Tras una
agitacion vigorosa, las muestras se incubaron durante 30 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad. Posteriormente, los espermatozoides se lavaron en PBS
previamente al analisis por citometria de flujo. El citometro utilizado fue el
MACSQuant Analyser 10 (Miltenyi Biotech), equipado con 3 laseres emitiendo a 405,
488 y 635 nm respectivamente, y 10 tubos fotomultiplicadores (PMTs). El software
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utilizado fue el MACSQuantify version 2.6. Las subpoblaciones de espermatozoides
fueron evaluadas mediante histogramas o divididas en cuadrantes con el objetivo de
cuantificar la frecuencia de cada una de ellas. Por cada una de las muestras se analizaron
un total de 40.000 eventos. Para compensar el posible solapamiento espectral, se
utilizaron muestras sin tefiir (control negativo) y tefiidas (control positivo) por cada una
de las muestras estudiadas. Finalmente, los datos fueron analizados utilizando el
programa informatico FlowJo v.10 (LLC).

18. Medida de la motilidad espermética y parametros cinéticos.

La fraccion de esperma previamente preparada fue centrifugada y resuspendida
en medio HBSS suplementado con 2% de BSA, y se incub6 durante 30 minutos a 37°C.
Estas muestras se utilizaron para medir la velocidad circular (VCL), velocidad lineal
(VSL) y velocidad media (VAP) de los espermatozoides. La motilidad espermatica y los
pardmetros cinéticos fueron analizados utilizando el software CASA (computer-assisted
sperm analysis) (ISAS Proiser). Para ello, se cargaron 3 pl de esperma en una camara
Leja de 20 um de profundidad, y se colocé en una placa calefactada a 37°C. El analisis
se realizo tras la evaluacion de 60 imagenes digitalizadas consecutivas por segundo,
utilizando un objetivo 10x de contraste de fase negativo (Olympus CX41). Al menos tres
campos fueron grabados para asegurar que al menos 200 espermatozoides fueran
analizados por cada muestra. Los espermatozoides cuya VAP fuese menor que 10 pum
s™ se consideraron inméviles, mientras que los que presentaban una VAP superior a 15
um s™ se consideraron moviles. Los espermatozoides que posefan una desviacién menor
al 75% de movimiento en linea recta fueron catalogados como linealmente mdviles,

mientras que los que posefan una VVCL mayor a 45 pm s™ fueron considerados rapidos.

19. Aislamiento de foliculos, vesiculas germinales y oocitos MII.
En primer lugar, se extrajeron los ovarios de hembras de ratones AhR+/+ y AhR-
/- con edades comprendidas entre las 8 y las 12 semanas. Para cada uno de los
experimentos, se utilizaron 14 hembras de cada genotipo, de las cuales se aislaron los
oocitos en estadio de foliculo, vesicula germinal (GV) y MII. Para ello, los ovarios
fueron disgregados con pinzas en medio MEM suplementado con 25 mM HEPES, 0,23

mM de piruvato de sodio, 3 mg ml™ de BSA y 1% de penicilina/estreptomicina. Los
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foliculos se separaron de las GV utilizando un stripper (Origio), y cada grupo
independiente fue fijado en paraformaldehido 3,5% durante 15 minutos a temperatura
ambiente. Para retirar la zona pelucida y facilitar asi la entrada de los anticuerpos, los
oocitos se incubaron en una solucion de &cido Tyrode’s durante 15-20 segundos a 37°C.
Para el posterior analisis mediante inmunofluorescencia, los oocitos se incubaron en
solucion de blogqueo con PBS-BSA 1% y 0,AM de glicina durante una hora.
Posteriormente, se realizé la incubacion con los anticuerpos frente a MVH, Mili y Miwi
en solucion de blogueo durante toda la noche. Al dia siguiente, tras los lavados de los
oocitos, se incubd con un anticuerpo secundario fluorescente Alexa-633 durante dos
horas a 4°C. Finalmente, las muestras se lavaron y se incubaron con DAPI durante 5
minutos para tefiir los nucleos. Los oocitos se transfirieron a cdmaras Ibidi y analizados
mediante el microscopio confocal Olympus FVV1000. En el caso de oocitos en fase Mll,
la obtencion de los mismos se realizd a partir de las ampulas del oviducto v,
posteriormente, separados de sus células foliculares utilizando el stripper (Origio). La
posterior fijacion y tincién para inmunofluorescencia se realizé tal y como se indica

anteriormente.

20. Andlisis estadistico.

Todos los experimentos descritos en esta Tesis Doctoral se han realizado al
menos en tres réplicas bioldgicas, con al menos dos replicas experimentales de cada
condicion. Los datos se muestran como media = desviacion estandar (s.d.) y se han
aplicado diferentes pruebas de significacion estadistica. El andlisis aplicado por defecto
fue el test T de Student para muestras no pareadas. La generacion de graficos y la
significacion estadistica han sido obtenidas empleando el software GraphPad 6.0. Los
datos de significancia estadistica son referidos respecto a la condicién basal de cada

experimento, a no ser que se indique lo contrario.
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Objetivos
(capitulo I)
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Predecir in silico la interaccion de AhR con factores de transcripcion
reguladores de la transicion epitelio-mesénquima, como SLUG/SNAIL, a través
de regiones gendmicas con presencia simultanea de los sitios de unién a AhR
(XRE) y SLUG en humanos.

Comprobar la capacidad insulator in vitro de los elementos Ax14s, Ax36s y

Ax45s y demostrar la capacidad de blogueo de enhancer y de barrera de

heterocromatina.

Demostrar la implicacion de AhR y de los elementos Alu en los procesos de

diferenciacion celular.

Definir el mecanismo molecular por el cual los Alu regulan a los genes

implicados en diferenciacion celular OCT4 y NANOG
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Resultados
(capitulo I)
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1. Deteccidn bioinformética de los elementos x14s, x36s y x45s.

El interés en identificar una potencial co-regulacion en la actividad
transcripcional entre AHR y SLUG nos llevo a disefiar una estrategia bioinformatica que
pudiera detectar regiones promotoras en el genoma humano que pudieran co-localizar
los sitios de unién de AHR (XRE) y SLUG (figura RI1.1).

Sitios de union de
factores de
transcripcion

Sitios de union
aleatorios

Bases de datos de
secuencias de

promotores
Regiones Regiones
XRE-SLUG aleatorias
Regiones
XRE/SLUG

significativas

Figura RI.1: Workflow esquematico del analisis bioinformatico disefiado para la deteccién

de regiones significativas donde co-localizen XRE y el sitio de unién de SLUG.
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A partir de este andlisis, realizado mediante un script de Perl, se encontré que
los sitios de union XRE (5-3) y SLUG (5-3) co-localizaban en tres fragmentos de menos
de 200 pares de bases (pb) en un total de 24000 regiones promotoras del genoma
humano analizadas. Sorprendentemente, destacaron tres regiones de 2200, 4800 y 5900
pb, en las cuales la distancia entre los sitios de union XRE y SLUG era de 36, 45y 14
pb respectivamente (figura R1.2). Estos tres elementos se denominaran X14S (XRE-
14pb-SLUG), X36S y X45S.

X14s

6000
]

5000
1

X45Ss

4000
|

X36S

Numero de sitios XRE-SLUG
2000 3000

1000

= ikl
F

0
[

0 50 100 150 200

Distancia (pb)

Figura RI1.2: Analisis de la posicién relativa entre XRE y el sitio de unién de SLUG en
promotores del genoma humano. Ambos sitios muestran preferencia por co-localizar a
exactamente 14, 36 o 45 pb de distancia. El perfil de distribucion teérica se muestra con
una linea azul punteada, mientras que la media de 200 parejas de motivos con distribucién

aleatoria se muestra con una linea roja continua.
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2. Busqueda por homologia y caracterizacion de las secuencias X14S, X36S y
X45S

Usando el algoritmo BLAST para buscar secuencias homologas a X14S, X36S y
X45S, se detectd que estos elementos y sus secuencias flanqueantes pertenecian a la
familia de retrotransposones humanos Alu (figura RI1.3). Un Alu es una secuencia
retrotransponible de ADN de hasta 300 pb muy abundante en el genoma humano. Estos
elementos caracteristicos de primates tienen su origen en un gen ancestral del 7SL
RNA.

Basandonos en estos cambios de secuencia con respecto al consenso Alu,
propusimos que los tres elementos encontrados componen una nueva subfamilia de

retrotransposones Alu que hemos denominado XS-Alu.

3. Alineamiento de secuencias XS-Alu

Con el proposito de encontrar una secuencia consenso para los tres elementos, se
alinearon las tres secuencias X14S, X36S y X45S, sin obtener un resultado satisfactorio.
Sabiendo por tanto que los tres retrotransposones debian ser estudiados por separado, se
uso el mismo script de Perl inicial, buscando dentro de la base de datos del genoma
humano la co-presencia de XRE y la secuencia nucleotidica del sitio SLUG (5"-3"). Asi,
se comprob6 que, a nivel posicional, los tres elementos se localizaban preferentemente
en regiones promotoras con respecto a regiones aleatorias (figura R1.4). Esto es una
caracteristica comdn a otros elementos repetitivos, que suelen localizarse en regiones
del genoma ricas en genes. Ademas, se encontré que estos elementos estaban presentes
en genes implicados en pluripotencia (stemness-relevant) (figura RI.5). Asi,
destacamos la presencia de elementos XS-Alu en los genes OCT4, NANOG, SOX2,
WNT1, SHH, LIF, NOTCH1 y KLF4. Estos elementos se localizan en regiones
flanqueantes a los genes, tanto en 5°'como en 3", y ademas, en NOTCHL1 y SHH, en el

interior del propio gen.
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HUMAN XS-Alu in stemness-relevant genes
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Figura RI1.5: Localizacion de elementos Alu x14s, x36s y x45s en genes implicados en

pluripotencia.

4. Expresion de genes de pluripotencia

En primer lugar, debido a que los genes filtrados estan implicados en procesos de
pluripotencia, reprogramacion celular y desarrollo, decidimos comprobar sus niveles de
expresion en la linea celular de carcinoma embrioide humano NTERA-2, tanto en
condiciones basales como en condiciones de diferenciacion por &cido retinoico (RA).
Para ello, inicialmente realizamos una titulacion de concentracion y tiempo: 1, 10 y 100
UM de RA durante 24, 48 y 72 horas, para posteriormente hacer una medida de
viabilidad por el método de MTT (figura RI.6). Como podemos observar, la
concentracion més elevada de RA (100 uM) resulté ser mortal en cualquiera de los
tiempos ensayados, por lo que rapidamente queddé descartada. En cambio, las
concentraciones de 1 y 10 uM resultaron ser viables en 24 y 48 horas. No obstante, a las
72 horas se empieza a notar una perdida de viabilidad moderada con 1 uM de RA, y
casi total con 10 uM. Con todos estos datos en la mano, decidimos optar por 1 pM de

RA 'y 48 horas de tratamiento como condiciones estandar de experimentacion.
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Figura R1.6: Medida de la viabilidad celular mediante el método de reduccion de MTT a

formazan en células N-TERAZ tratadas con diferentes concentraciones y tiempos de RA.

Posteriormente, decidimos hacer un barrido para analizar la expresion de los genes

mediante gPCR del panel R1.5 en condiciones de diferenciacion por RA a 24 y 48 horas

de tratamiento (figura R1.7). Podemos observar que los niveles de expresion de todos

los genes disminuyen con respecto al nivel basal tras 48 horas de tratamiento con RA, y

siendo variable tras 24 horas, ya que en SOX2 obtenemos un aumento de la expresion.

Stemness-relevant genes downregulated by ATRA in Ntera2 cell line.
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Figure 2. Ntera2 cells were treated with

1uM of RA for 24 and 48 hours. Results for

genes Octd, Nanog, Notchl, Shh and Sox2

are shown. Downregulation of stemness-
relevant genes was analyzed by gPCR. The
expression decreases in all genes after 48
hours of RA treatment, being variable for
24 hours.
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Figura RL.7: Expresion de genes implicados en diferenciacién con tratamientos de 24 y 48
horas de RA.

Tras analizar el comportamiento de los distintos genes, decidimos centrarnos en
NANOG y en OCT4, ya que eran los que presentaban un nivel més bajo de expresion
tras 48 horas de tratamiento con RA. Concretamente NANOG vya presenta una gran
disminucion con sélo 24 horas de tratamiento, manteniéndose a 48 horas, mientras que

en OCT4 se observa una disminucion progresiva a lo largo de todo el tratamiento.

5. Expresion de AhR en las células N-TERA2

Mediante la técnica de Western Blotting procedimos a analizar el nivel de expresion
de proteina de AhR en condiciones basales y con tratamiento de 48 horas de RA (figura
R1.8). Ademas, quisimos comprobar el efecto del RA en condiciones de silenciamiento
de AhR mediante la transfeccion transiente del hairpin shAhR. Por ello, decidimos
incluir también un tratamiento de RA de 72 horas, ya que el mayor efecto de
silenciamiento del shAhR se observa tras las primeras 48 y 72 horas de transfeccion. Se
aprecia que, tras las primeras 48 horas de tratamiento con RA, el nivel de expresion de
AhR aumenta. Este efecto se observa también, aunque en menor medida, con 72 horas
de tratamiento. Comprobamos ademas que el silenciamiento de AhR con el hairpin

funciona correctamente disminuyendo los niveles de expresion en ambos tratamientos.

A NT-2 NT-2 B
FGM NT2 NT2 RA48 NI-2 RAT72
Hela A#R-/ Basal RA48 shARR RA72 shAhR IntDen

me— - e ——
| I -
Hel

La FGM NT-2 NIT-2 NT-2 NT-2 NT-2
AhR-/- Basal RA48 RA48 RA72 RA72
shAhR shAhR

Figura R1.8: Nivel de expresion de proteina analizado mediante Western Blot en células N-
TERA2 tratadas con RA 48y 72 horas. (A) Expresion de AhR (proteina de interés) y Beta

Actina (control de carga). Las lineas celulares HeLa y FGM AhR -/- se utilizaron como

61



control positivo y negativo de la expresién de AhR, respectivamente. (B) Cuantificacion de

la densidad integrada con el software ImageJ.

6. Expresion de genes de diferenciacion en presencia/ausencia de AhR

Como hemos observado, cuando diferenciamos las N-TERA2 con RA, tenemos un
aumento de la expresion de AhR y una disminucion de expresion en genes implicados
en diferenciacion. El siguiente paso l6gico era analizar de nuevo por gPCR los niveles
de expresion de genes implicados en pluripotencia en células silenciadas para AhR con
el hairpin (figura R1.9). De manera interesante, cabe destacar que la pérdida de AhR
bloguea el descenso de la expresion de OCT4, NANOG, SOX2 y NOTCH1 en
condiciones de diferenciacion, sobre todo tras 48 horas de tratamiento. Este
comportamiento es opuesto en condiciones basales, con una expresion normal de AhR.
Por lo tanto, este comportamiento opuesto de AhR y los genes de diferenciacion parece

estar relacionado.
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Figura R1.9: Tratamiento de N-TERA2 con RA durante 48 y 72 horas. (A, B, C, D) AhR
fue silenciada mediante transfeccién transiente de shAhR. La expresién de NANOG,
OCT4, NOTCH1 y SOX2 se comprobd mediante gPCR. (E) Control del silenciamiento
correcto de AhR mediante Western Blot. LA cuantificacién de la densidad integrada se

hizo mediante el software ImageJ.
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7. Union de AhR a elementos Alu de OCT4 y NANOG

Como resefiamos anteriormente, vamos a centrar nuestro estudio en los dos genes de
diferenciacion que nos parecen mas adecuados, NANOG y OCT4. Ambos estan
flanqueados por dos elementos Alu (cuatro en total), que son sitios potenciales de unién
de AhR puesto que poseen la secuencia XRE. OCT4 tiene un elemento Alu x36s en 57y
un elemento Alu x14s en 3", mientras que NANOG presenta un Alu x45s en 57y otro
x14s en 3" (figura R1.10). Con el fin de comprobar si existe una unién real de AhR a
los sitios XRE de los cuatro elementos Alu, decidimos hacer inmunoprecipitacion de
cromatina (ChlIP). El anticuerpo utilizado en los ChlPs de los paneles A, B, C y D fue
anti-AhR, y en la PCR se utilizaron los primers para los elementos Alu
correspondientes (por un lado x14s y x36s de OCT4 vy, por otro lado, x45s y x14s de
NANOG).

0OCT4 x14s 0OCT4 x36s
AhR AhR AhR AhR
Basal RA48 ocCT4 Basal RA48
X145 X365 B
31,132,114 31,144,459 -
31,121,353 31,144,442
NANOG x45s NANOG x14s
AhR AhR AhR AhR
Basal RA48 NANOG Basal RA48
C X455 X145 ;
7,941,995 7,948,655
7.935.768 7.955.706
NANOG x45s NANOG x14s
ocT4a OCTa oCT4 ocT4
Basal RA48 Basal RA48
E . F

Figura R1.10: Inmunoprecipitaciéon de cromatina (ChlP) para AhR (A, B, C y D) en los
elementos Alu de OCT4 (x14s y x36s) y NANOG (x45s y x14s). (Ey F) ChIP para OCT4 en
los elementos Alu de NANOG. En todos los casos los resultados fueron normalizados frente
a un Input de DNA total. Como control negativo se utilizaron inmunoprecipitaciones sin

anticuerpo (NoADb).
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Los dos Alu de OCT4 presentan el mismo comportamiento: en condiciones
basales, la proteina AhR estd unida al Alu a través del sitio XRE, union que se pierde
cuando la célula se diferencia por RA 48 horas (paneles A y B). Esta misma tendencia
se repite en el Alu x14s de NANOG (panel D). En cambio, en el Alu x45s de NANOG,
la situacion es la opuesta: en condiciones basales AhR no presenta union, la cual si que
se observa tras el tratamiento de RA 48 horas (panel C). Por este motivo, decidimos
hacer un ChIP adicional, utilizando en este caso un anticuerpo anti-OCT4 para la
inmunoprecipitacién (en lugar del anti-AhR), y comprobando por PCR los Alu de
NANOG x45s y 14s (paneles E y F). En este caso, obtenemos un aumento considerable
de la union de OCT4 al Alu x45s de NANOG cuando la célula esta diferenciada (panel
E), y ningun tipo de unidn para el Alu x14s de NANOG (panel F). De esta manera, en el
Alu x45s de NANOG, tanto AhR como OCT4 presentan el mismo patron de union.
Debido a esta peculiaridad, optamos por realizar un estudio en profundidad sobre este
elemento x45s de NANOG. En primer lugar, para comprobar si la union de OCT4 al
x45 era dependiente de AhR, hicimos un ChIP con anti-OCT4 en células N-TERAZ2 con
AhR silenciado. En este caso, utilizamos una linea estable N-TERA2 shAhR que se
desarroll6 en nuestro laboratorio a través de un protocolo de infeccidn retroviral, con lo
que de aqui en adelante no seria necesaria ninguna transfeccion transiente del hairpin de
AhR (figura RI.11). Como podemos observar, en las N-TERA2 shAhR perdemos la
unién de OCT4 con el tratamiento de RA 48 horas (panel A). Este resultado indica que
la presencia de AhR es necesaria para que OCT4 se una al elemento Alu x45s de
NANOG. A continuacién, hicimos una doble inmunoprecipitacién de cromatina
(reChlIP), utilizando primero un anticuerpo anti-OCT4 y, con la cromatina que se

obtuvo, un anticuerpo anti-AhR (panel B).
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Figura R1.11: ChIP para OCT4 en N-TERA2 shAhR (A). ReChlPs para OCT4-AhR (B) y
CTCF-AhR (G). ChIPs para RPC32 (C), CTCF (D), Pol II € y PARP-1 (F). En todos los
casos los resultados fueron normalizados frente a un Input de DNA total. Como control

negativo se utilizaron inmunoprecipitaciones sin anticuerpo (NoAb).

Como podemos ver, volvemos a carecer de union en situacion basal, pero con la
célula diferenciada obtenemos una banda muy clara, indicando que AhR y OCT4 se
unen a la vez al Alu x45s de NANOG. Ademas, hicimos dos nuevos ChiPs para RPC32
(subunidad catalitica de la RNA Polimerasa I11) y para Pol Il (RNA Polimerasa Il), en
los paneles C y E, respectivamente. Esto estuvo motivado porque, por datos previos de
nuestro laboratorio, sabiamos que, en raton, el elemento B1x35s (cuyos equivalentes
humanos serian los elementos Alu que estamos estudiando), aparecia un mecanismo de
sustitucion entre Pol 11 'y Pol 1l en la transcripcion de RNA. RPC32 aparece unida
claramente en condiciones basales al x45s, desapareciendo con el tratamiento de RA 48
horas. En cambio, la union de Pol Il al elemento permanece casi invariable en ambos
casos (C y E). Afadimos también un nuevo ChIP a este grupo, para la proteina PARP-1
(Poly ADP Ribose Polymerase 1), la cual tiene un papel relevante en procesos de
diferenciacion celular y cancer (panel F). En este caso, presenta una union leve al x45s
en condiciones basales y desaparece en condiciones de diferenciacion. Por ultimo,
quisimos comprobar la union de CTCF, uno de los elementos insulator (aisladores) por
excelencia muy implicado en la organizacién de la cromatina. EI motivo fue porque, de
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nuevo, el elemento B1x35s de ratdon, ampliamente estudiado en nuestro laboratorio,
presentaba capacidad insulator. En condiciones basales CTCF no estd unido al x45s,
pero cuando la célula comienza a diferenciarse, si se aprecia claramente esa union
(panel D). Ademas, cuando hicimos un reChlIP con anti-CTCF en primer lugar y, a
continuacion, con anti-AhR, vuelve a aparecer unién en la célula diferenciada (panel G),
al igual que ocurria con los ChlPs individuales de AhR y CTCF por separado. Este
resultado muestra que ambas proteinas se unen conjuntamente al elemento Alu x45s de
NANOG.

8. Actividad insulator de los elementos Alu de OCT4 y NANOG

Debido a los indicios que teniamos por estos resultados iniciales, decidimos
abordar la posible capacidad de los Alu x14s/x36s (OCT4) y x45s/x14s (NANOG). Para
ello, realizamos unos experimentos de Enhancer Blocking Assay (EBA). Se hicieron
diferentes construcciones para cada uno de los Alu, colocandolos en posicion pre-
enhancer o post-enhancer, tal y como se indica en la figura R1.11. La grafica muestra
como los cuatro elementos Alu presentan actividad insulator, siendo de nuevo el x45s
de NANOG el mas potente e interesante de ellos. En todos los casos, como control
negativo, se colocaron los elementos en una posicion pre-enhancer, perdiendo la

actividad insulator en todos los casos.
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Enhancer Blocking Assay (EBA)
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Figure 7. Enhancer Blocking Assay {EBA} shows that A-X14S, A-X365 and A-X45S present insulator activity. In all three cases, if the

constructionis placed post-enhancer, the insulator activity is higher than if placed pre-enhancer.
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9. Analisis de las marcas de histonas en NANOG y OCT4

Debido a los resultados del capitulo anterior, decidimos profundizar en el papel de
los elementos Alu de OCT4 y NANOG en la arquitectura y organizacion de la
cromatina. Para ello, disefiamos una estrategia de andlisis de marcas de histonas en las
regiones flanqueantes de ambos genes. Para cada uno de ellos, seleccionamos 6 zonas
del genoma adyacente, 3 de ellas en 5"y otras 3 en 3", prestando especial atencion en
escoger una muy cercana a cada uno de los elementos Alu, como se muestra en el
esquema (figura R11.1). Se disefié una pareja de primers de ChIP para cada una de esas
regiones (6 parejas flanqueando al gen NANOG y otras 6 al gen OCT4), con el objetivo
de ver la union de las marcas de histonas me3H3K4, me3H3K9 y me3H3K27 en las

diferentes condiciones experimentales.

Histone methylation marks

7925000 7960000
NANOG {12:7340390-7948555)
1 2 xass 3 [—’ -' 4 4 S 5
7340390 7943555
NANOG 1 NANOGZ  NANOG3 NANOGS NANOGS NANOGS
31116000 OC7T4 (6:31130253-3114330¢) 31154000
1 e ] }— "‘I 3 5 5
31132114 31144453
Tl OCT42 OCT4 3 o744 OC745 OCT46

Figura RII.1: Posicion de los primers (1-6) para el andlisis de marcas de metilacién de
histonas me3H3K4, me3H3K9 y me3H3K?27.

Todas las inmunoprecipitaciones de cromatina se realizaron en condiciones

basales y en condiciones de diferenciacion por RA durante 48 horas. Ademas de en la
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linea wild type de las N-TERAZ2, las marcas de histonas también fueron testadas en la
linea N-TERA2 shAhR (con y sin RA 48 horas), con el objetivo de ver la posible
implicacion de AhR en el proceso.

0 . T 1 |+ U 4.7 T 1 U '_I
NANOG 1 NANOG 2 NANOG 3 NANOG 4 NANOG 5 NANOG 6

-1,5 - —o—H3K4 B
P ——H3K4 48

0 ——a—a—a—a
NANOG 1NANOG 2NANOG 3NANOG 4NANOG 5NANOG 6

-1,5 - —¢—H3K4 shB
2 - - H3K4 sh48

Figura RII1.2:

Si centramos nuestro analisis en NANOG, en la figura R11.2 observamos que, en
células wild type, la union de H3K4 en condiciones basales es bastante inferior a la que
presentan las células en condiciones de diferenciacion por RA 48 horas, lo cual ocurre
en los 6 puntos mapeados. Observamos que, ademas, el perfil obtenido en la linea

shAhR es muy similar al anterior, variando Gnicamente en el primer numero 1.
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Si analizamos H3K9, observamos que, en celulas wild type, el perfil basal es
totalmente opuesto al del tratamiento con RA, excepto en los extremos 1 y 6 (figura
RI1.3). Ademas, en las células shAhR, perdemos ese gran aumento de union en el
tratamiento con &cido retinoico, exceptuando el punto 2, que es el Unico que se mantiene

un elevado nivel de unién.
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Figura RI1.3:

Por ultimo, con H3K27, el comportamiento observado en células wild type es la
pérdida de union en todo el perfil cuando tratamos con RA, exceptuando el punto 5

(figura RI1.4). En cambio, en la linea shAhR, observamos un aumento de union al
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diferenciar las células. A pesar de ello, sélo se consigue superar a la union basal en los

puntos 4,5y 6.
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Figura RI1.4:

Continuando con nuestro estudio, analizamos las mismas tres marcas de histonas
en el gen OCT4. Para la marca H3K4, en células wild type obtenemos un cambio total

de perfil de unién con el tratamiento de RA, aumentando considerablemente (figura
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RI1.5). En la linea shAhR, llama la atencion que el comportamiento es practicamente
idéntico, variando so6lo levemente algin punto del perfil basal con respecto a la linea
wild type.

0,5 -

o  »B——-_i8—-G_ba86G——_8G—0_0
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~—H3K4 48
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=0 H3K4 shB
== H3K4 sh48

Figura RI1.4:

En la marca H3K9, el tratamiento con acido retinoico aumenta la unién en todos

los puntos analizados, exceptuando el 4, que es practicamente idéntica, en las células
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wild type. Precisamente este punto 4 es el que, en las células shAhR, presenta un mayor
aumento del nivel de union, siendo superior todo el perfil al completo menos el punto 6
(figura RIL5).
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Figura RIL.5:

Finalmente, el resultado obtenido en H3K27 en OCT4 es interesante. Mientras

que en la linea wild type el tratamiento con RA disminuye la unién en todos los puntos
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analizados, en la linea shAhR la unién es exactamente igual en los puntos 4, 5y 6, que

son los puntos més cercanos al Alu x36s (figura RI1.6).
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Figura RI1.6:
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10. Anélisis de la estructura de la cromatina mediante el método 3C (Chromosome

Conformation Capture)

Los resultados obtenidos en el punto anterior nos llevaron a profundizar en el
analisis de la estructura tridimensional de la cromatina. Debido a la extension y
complejidad del estudio, decidimos centrarnos en el gen NANOG. Para ello, disefiamos
una estrategia basada en el método Chromosome Conformation Capture (3C). En ella,
mapeamos una region de 88 kilobases (kb) que rodea e incluye a NANOG (figura
RI11.7). Los 8 puntos seleccionados estan separados por una distancia de 8 a 10 kb. Los
puntos 3 y 6 seran los dos ganchos (hooks) del experimento, debido a que cada uno de

ellos esta muy préximo los Alu x45s y x14s, respectivamente.

3CTechnology
XA45S (7935768-7936074) AluSx X145 (7955706-7956017) AluSg
NANOG (12:7940390-7948655)
x45s |_> _| xl4s
7940390 7948655
A A A A A A A A
i 2 3 a 5 6 7 8
Hook 1 Hook 1
Hindlll total cuts : 20 Total length: 88 kb
Primers: ., .
1- 7904179 (cut 1) Restriction enzyme: Hindlll (6bp)
2-7918642 (cut 3) Normalization: ENCODE ENr313

3- 7936994 (cut 4) Hook 1
4-7944431 (cut 8)
5-7951546 (cut 10)

6- 7960795 (cut 15) Hook 2
7- 7976897 (cut 17)

8- 7986620 (cut 19)

Figura RINL.7:

En primer lugar, analizamos la combinacion de el gancho nimero 3 con cada uno de los
otros puntos mapeados (3+X). En condiciones basales, las células wild type presentan
un nivel de interaccion menor que en condiciones de diferenciacion por RA en la
mayoria de combinaciones (figura RII.8), siendo este cambio especialmente
pronunciado en los puntos 3+2 y 3+6, lo cual indica un alto nivel de interaccion entre

esas zonas (las mas proximas a los Alu). En cambio, en la linea shAhR podemos
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observar que este aumento de interaccion con RA se pierde totalmente, quedando

practicamente idéntico el perfil basal y el de RA48, lo cual indicaria que la presencia de
AhR es necesaria para este aumento de interaccion entre las zonas.

0.006 -
-+ sh RA48
-+ sh Basal
0.004 - = WT RA48
-o- WT Basal

0.002 -

e
o
=]
=)

Relative crosslinking frequency

v ~ a—
3+1 3+2 3+4 3+5 3+6 3+7 3+8

// / Chromosome 12 coordinate*.

~
~
-

Alu 3 4 5 Alu 6 7 8
X45s NANOG X5
Figura RI1.8:

Si continuamos el analisis centrandonos en las interacciones 6+X, el resultado es
similar. En la linea N-TERAZ2 wild type, el tratamiento con acido retinoico aumenta el
nivel de interaccién de manera significativa en los puntos 6+1, 6+2, 6+3 y 6+5,

interaccidn que nuevamente se pierde en la linea celular shAhR (figura R11.9).
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Figura RI1.9:

Esta informacién nos sugiere que, en condiciones basales, los dos Alu x45s y
x14s que flanquean a NANOG estarian alejados entre si. En cambio, tras 48 horas de
tratamiento con RA, las regiones que contienen a ambos Alu se acercarian entre si,
posiblemente debido a la formacion de un bucle de cromatina. Ademas, la ausencia de
AhR (linea shAhR) impediria la formacion de dicho bucle, quedando alejados el x45s y

el x14s.

Posteriormente, debido a los cambios que habiamos observado con anterioridad
en los patrones de metilacion de me3H3K4, me3H3K9 y me3H3K27, decidimos
comprobar si, en presencia de inhibidores de metilacion, la formacion del bucle se veia
afectada de alguna manera. De esta manera, para inhibir me3H3K9 se utiliz6 Chaetocin
(Selleckchem), y para me3H3K27 se utiliz6 3-Deazaneplanocin A — DZNEP
(Selleckchem). Ademas, utilizamos también el inhibidor de metiltransferasas 5-Aza-2-
deoxycytidine (Selleckchem). En cambio, para me3H3K4 no se encontrd ningun
inhibidor especifico en el mercado. Decidimos realizar experimentos de 3C en
presencia/ausencia de estos inhibidores para comprobar el nivel de interaccion entre las
regiones (figuras R11.10 y RI1.11). Cuando analizamos la combinacion 3+X, se observa
que el aumento de interaccion caracteristico del RA 48 horas se pierde completamente
con el uso de los tres inhibidores Chaetocin, Aza y DZNEP (RII.L10 A, B y C,

respectivamente).
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Figura RI11.10:

Con la combinacion de primers 6+X ocurre lo mismo: pérdida del aumento de

interaccion en el tratamiento de 48 horas de RA con los tres inhibidores de metilacion

6+X
D o0 F oo 0,005
0,0045 0,0045 0,0045
0,004 0,004 0,004
0,0035 0,0035 0,0035
0,003 ——WrBasal 0,003 ——Wr Basal 0,003 ——WT Basal
0,0025 —m—WTRAS 0,0025 = WIRAS 0,0025 ——WTRAMS
0,002 cHag 0,002 AZAAS 0,002 WTDZ48
0,0015 ——RAKCHAS 0,0015 ——RAAZA 48 0,0015 ——WITRADZ48
0,001 0,001 0,001
0,0005 0,0005 0,0005
o ~_'-4: o 3 0 3 3
61 62 63 64 65 G 68 61 612 643 614 615 67 648 611 642 643 6 65 647 648
Figura RI1.11:

Por tanto, en los tres casos y, con las dos combinaciones de primers, se

observa que, inhibiendo me3H3K9, me3H3K27 o DNA metiltransferasas, la estructura

de la cromatina cambia de manera dréstica, especialmente mediante el bloqueo de la

formacion del bucle de DNA cuando la célula se diferencia por tratamiento de acido

retinoico 48 horas.
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11. Experimentos de Engineered Chromatin Immunoprecipitation (enChlIP Cas9)
Los interesantes datos anteriores nos llevaron a querer profundizar todo lo
posible en la arquitectura del bucle de NANOG, concretamente en las diferentes
proteinas que pudieran estar implicadas en la formacion del mismo. Nuestro objetivo
era capturar y aislar todas las proteinas que formaran parte del complejo, evitando
contaminacion de regiones adyacentes. Para ello, hemos utilizado una técnica basada en
CRISPR Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) denominada
Engineered Chromatin Immunoprecipitation (enChIP) Cas9. La técnica se basa en
disefiar unas guias de unién al DNA (en este caso, a las regiones flanqueantes de
NANOGQG), a las cuales se va a unir a su vez una forma cataliticamente inactiva de la
enzima Cas9, de tal forma que la nucleasa no va a producir ningun tipo de corte. Esta
Cas9, a su vez, lleva incorporada una etiqueta de FLAG (3xFLAG-dCas9), la cual nos
va a permitir hacer un ChIP utilizando un anticuerpo primario anti-FLAG, con el cual
seremos capaces de arrastrar todo el complejo DNA-proteina y realizar anélisis de

protedmica por espectrometria de masas.

Asi pues, el primer paso fue el disefio de las guias. Seleccionamos una de ellas
cercana al Alu x45s y las llamamos gd71, y otra en la zona del Alu x14s, llamadas gd81
(figura RI1.12).

A continuacion, ambas guias fueron clonadas en bacterias para poder transfectarlas
posteriormente de manera transiente junto con la forma inactiva de Cas9 (XFLAG-
dCas9). Como se observa en la figura RI1.13, se obtuvieron varias colonias positivas

gue habian incorporado la guia correspondiente.
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Figura RI1.13:

Una vez clonadas las guias, realizamos un control de transfeccion de 3xFLAG-
dCas9, mediante la técnica de western blot, para comprobar que el sistema funcionaba
correctamente (figura R11.14 A). Se aprecia claramente que obtenemos expresion de
Cas9 Unicamente en las celulas transfectadas. Ademas de este control, necesitdbamos
comprobar que esta forma inactiva de Cas9 se estaba uniendo correctamente a las dos
guias transfectadas. Para ellos, llevamos a cabo un experimento de ChlIP convencional,
habiendo disefiado previamente dos primers que hibridaban con las regiones del Alu
x45s y x14s (figura RI11.14 B). Comprobamos por tanto que tenemos un nivel mas alto
de unién de ambos primers cuando transfectamos ambas guias frente a condiciones de

no transfeccion.
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Figura RI1.14:

Una vez comprobado el correcto funcionamiento de la estrategia de enChiP-
Cas9, hicimos las transfecciones correspondientes, combinando la gd71, gd8l y la
proteina 3XFLAG-dCas9, en células N-TERAZ2, en condiciones basales y de tratamiento
con RA 48 horas. Posteriormente, realizamos el protocolo del enChIP con el objetivo
final de aislar las proteinas asociadas las regiones flanqueantes del bucle de NANOG
para su posterior analisis por espectrometria de masas. Previamente al envio de las
muestras para su analisis de protedmica, decidimos separarlas en un gel de acrilamida
teflido con nitrato de plata (figura RI1.15). En él se puede observar que las proteinas
quedan capturadas eficientemente por el anticuerpo anti-FLAG (calle IP FLAG).
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Figura RII1.15:

Una vez analizadas las muestras por espectrometria de masas, obtuvimos un
interesante nimero de proteinas que variaban su frecuencia de union al DNA en funcion
de las condiciones experimentales (figura R11.16). Después de una primera criba de los
datos obtenidos, decidimos continuar nuestro estudio analizando distintas proteinas
implicadas en la modificacion de la arquitectura de la cromatina (metilacion, estabilidad

genomica, ensamblaje de la cromatina, etc).
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H2A1B Histone cluster 1 H2A family member e
H4 Histone cluster 4 H4

H13 Histone cluster 1 H1 family member d
H12 Histone cluster 1 H1 family member ¢
H2AV H2A histone family member V

H2B1D Histone cluster 1 H2B family member d
H2AX H2A histone family member X

H31 Histone cluster 1 H3 family member a
H1X H1 histone family member X

Figura RI1.16: tabla INCOMPLETA de protedmica.

De esta manera, seleccionamos cinco proteinas objetivo: CHAF-1B, DDXS5,
KSRP, PRMT1y LAMIN A/C. A pesar de tener ya el dato preliminar de proteémica de
que la frecuencia de unién de estas proteinas al bucle variaba con las diferentes
condiciones experimentales, para comprobarlo de manera cuantitativa decidimos hacer
ChIP y gPCR para cada una de ellas. Como se aprecia en la figura R11.17, la union de
CHAF-1B se pierde con el tratamiento de RA 48 horas en la linea wild type. En cambio,
en la linea shAhR el nivel es mayor, tanto en basal como con tratamiento de acido
retinoico, lo cual indicaria que en su regulacion participa AhR. DDX5 tiene un
comportamiento muy similar, bajando también el nivel de union con RA 48 horas, y
presentando un nivel superior de unién cuando no tenemos AhR en la célula. En
cambio, KSRP presenta un aumento de unién en el ChIP cuando diferenciamos la célula
con respecto a la condicion basal. Ademas, este aumento desaparece en la linea shAhR.
La proteina PRMT1 tiene un comportamiento similar, aumentando significativamente
su nivel de union en la condicion RA 48 horas. En este caso, la falta de AhR Unicamente
afectaria mitigando ese aumento en la diferenciacion. Por ultimo, LAMIN A/C no
presenta una variacion de nivel de unién entre el estado basal y el estado diferenciado,
pero si presenta una disminucion en la linea shAhR, lo cual demostraria que, a pesar de
que AhR participa en su regulacion, este proceso no se ve afectado por la

diferenciacion.
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Figura RI1.17:

Con todos estos datos, decidimos estudiar en profundidad dos proteinas de la
lista. Por un lado escogimos CHAF1B, debido a que estaba implicada en el ensamblaje
de la cromatina y en la formacion de nucleosomas. Ademas, también decidimos analizar
a fondo PRMTL, por estar asociada a procesos de metilacion de histonas y a
modificaciones de cromatina. Con el objetivo de silenciar ambas proteinas para
comprobar su efecto en el bucle de NANOG, disefiamos dos siRNA, uno frente a
CHAF1B vy otro frente a PRMT1. Los siRNA fueron transfectados y su efecto se
comprobd 48 horas después, tanto en células en condiciones basales como en células
tratadas con RA 48 horas. Para comprobar el silenciamiento correcto de ambas
proteinas, se hizo un western blot de control (figura RI11.18). En ambos casos el nivel

de silenciamiento resultaba satisfactorio.
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Figura RI1.18:
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Una vez comprobado el nivel de silenciamiento, decidimos hacer experimentos
de 3C silenciando ademéas CHAF1B o PRMT1 (en condiciones basales y de tratamiento
con RA 48 horas). Se observa que, cuando silenciamos CHAF1B (figura RI1.19 A),
perdemos los picos de interaccién del bucle que obteniamos en células no silenciadas.
Cuando la proteina silenciada es PRMT1, también se pierde el aumento de interaccion
por RA en casi todos los puntos (figura RI11.19 B). Este resultado indicaria que, tanto
CHAF1B como PRMT1 son necesarias para la formacion del bucle de cromatina que

aparece cuando diferenciamos las células con RA.
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Figura RI1.19:

Ademas, debido a la implicacién que tiene PRMT1 en metilacion, decidimos
también comprobar los patrones de metilacion de H3K4, H3K9 y H3K27 cuando
silenciamos PRMT1 con el siRNA. Nuevamente, las condiciones del experimento serian
basales o con tratamiento de RA 48 horas. En el caso de H3K4 (figura RI1.20 A) se
observa que el silenciamiento de PRMT1 cambia por completo el patron de union en el
ChIP, perdiéndose el aumento que aparecia en el tratamiento de RA. Cuando
analizamos H3KO9, el aumento de unidn que se observaba en las células diferenciadas
nuevamente se ve atenuado por el silenciamiento de PRMT1, mientras que en la
condicion basal sélo varia levemente (figura RI120 B). Por dltimo, si analizamos la
marca H3K27, el siRNA de PRMT1 produce un efecto significativo en condiciones
basales, en las cuales el perfil de union disminuye. En condiciones de diferenciacion,
también encontramos diferencias, principalmente en los tres primeros puntos, en los que
la unién es menor (figura RI120 C). Por tanto, el silenciamiento de PRMT1 estaria
modificando los patrones de metilacion de histonas en el mapeo de todas las marcas

analizadas.
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Figura RI1.19:

En daltimo lugar, para ver la posible cooperacion entre PRMT1 y AhR,
decidimos hacer ChlPs convencionales y reChlPs en diferentes condiciones. Por un
lado, hicimos un ChIP para AhR en células silenciadas con el siRNA de PRMT1. Por
otro lado, hicimos otro ChIP para PRMTL1 en la linea celular NTERA-2 shAhR
(ausencia de AhR). Ademas de ello, llevamos a cabo un reChlP, primero con AhR vy,
secuencialmente, con PRMT1 (figura RI1.20). Tras las inmunoprecipitaciones, se
observa que, al utilizar los primers del experimento del enChIP-Cas9 (que se unian a
las regiones de los elementos Alu x45s y x14s), obtenemos un alto nivel de unién de
AhR y PRMT1 a la cromatina en el reChIP. Ademas, si eliminamos cualquiera de las
dos proteinas de la célula, el nivel de unién es nulo, cayendo a niveles tan bajos como
los de ambos controles negativos (condicion sin anticuerpo en el ChIP y condicion de
GAPDH en el reChlP). Por tanto, parece claro que AhR y PRMT1 se estan reclutando al
mismo tiempo a la region del bucle en condiciones de diferenciacion por acido

retinoico.

Figura RI11.20:

12. Estudio de la estructura de los nucleosomas.

En el ultimo apartado de este capitulo, queriamos analizar con detalle las
posibles modificaciones en la estructura de los nucleosomas, debido a los datos
obtenidos en los puntos anteriores. Ademas, estaba publicado que la proteina CHAF1B,
diana positiva del analisis de protedmica de nuestro estudio, era un elemento necesario
en la formacion de nucleosomas. El experimento planteado para abordar este analisis se
basaba en la enzima nucleasa micrococal (MNAse, Micrococcal Nuclease). Esta enzima
es una endo-exonucleasa no especifica derivada de Staphylococcus aureus que digiere
el DNA en las regiones en que no esta protegido por los nucleosomas. De esta forma, es
posible comparar las regiones de DNA que quedan libres entre las diferentes

condiciones experimentales.
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Inicialmente, se hizo una extraccion de DNA de células N-TERA2 en
condiciones basales y en condiciones de diferenciacion con RA 48 horas para,
posteriormente, digerirlo con la MNAse a distintos tiempos y concentraciones. EI DNA
resultante de esas digestiones fue separado en un gel de agarosa en una electroforesis
horizontal. Como podemos ver en la figura R11.21 A, el patrén de bandas entre ambas
condiciones resultaba diferente, lo cual indicaria que la organizacion nucleosomal
cambia con la diferenciacion celular. A continuacion, decidimos cortar las bandas
diferenciales y secuenciarlas. En la tabla de la figura RI1.21 B se muestra el listado de
identidades de secuencias encontradas (en porcentaje), asi como el nimero de

apariciones en la secuenciacion.

WT Basal WT RA48h

% Identities N° of Times

POU4F1 (BRN3A) 100 % 4
TBC1D3 100% 4
Endothelin B 100% 4
Ataxin-7 like protein 96% 1
COUP-TFII (NR2F2) 95% 3
SOX-9 93% 1
Cadherin 13 93% 1
Arginine N- 92% 1
Methyltransferase
Alpha-Amylase 1 prec 92% 1
INSL6 prec 89% 1
Teneurin-3 (TENM3) 86% 1
Cullin 2 Isoform X1 79% 1

Figura RI1.21:

El siguiente paso consistio en validar si las dianas obtenidas en la secuenciacion

variaban realmente en condiciones de diferenciacion. Para ello, decidimos comprobar

88



los niveles de expresion de los genes secuenciados en las diferentes condiciones
experimentales, mediante la extraccion de RNA de las células N-TERAZ2 y su posterior
retro-transcripcion a cDNA utilizando una enzima transcriptasa reversa. Finalmente,

analizamos esos niveles de expresion mediante qPCR.

Hay un primer grupo de genes que disminuyen su nivel de expresion cuando la
célula se diferencia, POU4F1, EDNRB, COUPTFII y SOX9 (figura RI11.22). Ademas,
cuando hacemos el experimento en la linea shAhR, los niveles de expresion siguen
siendo muy bajos, excepto en el caso de SOX9, en el cual se mantienen similares al
estado basal. Por otro lado, los genes PRMT6, INSL6, CDH13 y TENM3 aumentan su
nivel de expresion con RA 48 horas. En este caso, en la linea shAhR se atenua esta
expresion en los dos primeros, siendo CDH13 el Gnico que presenta mayores niveles
que la linea wild type. Por tanto, en estos genes parece claro que la presencia de AhR es
necesaria para su regulacion. El caso de TENM3 es particular, ya que, a pesar de variar
con la diferenciacion, la ausencia de AhR no afecta en absoluto a sus niveles de
expresion. En cambio, en los genes restantes, que serian ATXN7, CUL2, TBC1D3 y
AMY1A, no hay una variacion significativa entre las células en condiciones basales
frente a las diferenciadas por acido retinoico. Curiosamente, en estos dos ultimos si
encontramos un nivel de expresion diferente cuando el ensayo se realiza en la linea
shAhR, con lo cual parece que, a pesar de que la diferenciacion no les afecte, si que
estarian regulados directa o indirectamente por AhR. ATXN7 y CUL2, en cambio, no se
ven afectados ni por AhR ni por la diferenciacion, siendo los genes de comportamiento

mas neutros entre los analizados.
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Conclusiones
(capitulo I)
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1. Se han identificado y caracterizado tres nuevas subfamilia de retrotransposones
Alu en el genoma humano. Se han denominado Ax14s, Ax36s y Ax45s, y tienen
como caracteristica principal la presencia de un sitio de union a AhR (XRE) y
uno de union a SLUG/SNAIL separados por una secuencia conservada de 14, 36

0 45 pb, respectivamente.

2. Los elementos Alu presentes en los genes implicados en diferenciacion OCT4 y
NANOG controlan en nivel de expresion de los mismos gracias a la unién de

AhR al sitio XRE presente en estos retrotransposones.

3. Los retrotransposones Ax14s, Ax36s y Ax45s poseen una actividad insulator in
vitro, exhibiendo capacidad de bloqueo de enhancer y de barrera de

heterocromatina.

4. La union de AhR a los retrotransposones Alu presentes en NANOG establece
modificaciones en la estructura tridimensional de la cromatina mediante la
formacion de un bucle de DNA, asi como modificaciones en los patrones de
metilacién de OCT4 y NANOG.
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Objetivos
(capitulo I1)
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Analizar el efecto de los retrotransposones en células germinales utilizando
como modelo in vivo ratones AhR+/+y AhR-/-.

Definir si la maquinaria encargada de procesar los retrotransposones tiene

efectos en la viabilidad espermatica de ratones AhR+/+y AhR-/-.

Comprobar el funcionamiento de las proteinas asociadas a piRNAs y de los

retrotransposones en testiculos, ovarios y oocitos de ratones AhR+/+y AhR-/-.
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Resultados
(Capitulo I1)

95



1. Andlisis de testiculos de raton AhR+/+y AhR-/-.

En primer lugar, decidimos realizar un analisis comparativo histologico y
morfolégico de los testiculos de ratones AhR+/+ y AhR-/-. Para ello, se extrajeron
testiculos de ratones jovenes (25 dias) de los cuales se hicieron secciones histoldgicas
para, posteriormente, tefiirlas con hematoxilina-eosina (figura RII1.1A). Como
podemos observar, no se aprecian diferencias significativas en la forma o el tamafio de
los tdbulos seminiferos. Ademas, cuando comparamos tanto el peso (figura RII1.1B)
como el tamafio (figura RIN1.1C) tampoco se aprecian grandes diferencias segun el
genotipo.
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- AhR /- = AHNR /-
S 0.034 € &
5 < o
2 0.02+ N
2 K} 4=
2 17
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Figura RIIL.1: AhR se expresa en testiculos de ratén y no influye significativamente en el
tamafio o peso de los mismos. (A) Tincién de hematoxilina-eosina de secciones de testiculo. (B)
Comparativa del peso testicular entre AhR+/+ y AhR-/-. (C) El tamafio de los testiculos fue

calculado utilizando la férmula [largo x ancho? x 0,4).

El posterior analisis mediante inmunohistofluorescencia revel6 que la expresion
de AhR en los tibulos seminiferos de ratones AhR+/+ estaba ampliamente restringida a
las capas internas celulares en edades entre 10 y 12 dias, cambiando el patron hacia una
localizacion mas generalizada a los 14 dias post-parto (figura RI111.2). De manera

opuesta, los testiculos de ratones AhR-/- no presentaron nivel detectable alguno AhR.
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Figura RI11.2: Andlisis de inmunofluorescencia de la expresion de AhR en testiculos de ratones
AhR+/+ y AhR-/- de 10, 12 y 14 dias post-parto. Las flechas marcan la presencia de AhR
(fluorescencia roja) en los tdbulos seminiferos. Como control negativo del experimento se
utilizaron testiculos de ratones AhR-/-. Los nlcleos aparecen tefiidos en azul con DAPI. Los
recuadros muestran detalles de las imagenes. Al menos 4 ratones individuales de cada genotipo

fueron utilizados para el experimento.

Una vez conocido el patrén de expresion de AhR, asi como su localizacion en el
tejido, decidimos analizar si la ausencia de AhR modificaba la distribucion de MVH
Mili y Miwi en los tabulos seminiferos. En testiculos wild-type, MVH presentaba
expresion casi exclusivamente en el compartimento basal de los tubulos seminiferos en
espermatogonias hasta el dia 12 post-parto. En cambio, a los 14 dias, aparece también la
expresion de MVH en los espermatocitos (figura RII1.3 superior). Cuando
observamos los testiculos de ratones knock-out, la expresion de MVH se localiza de
forma notoria en la capa exterior de las espermatogonias basales a los 8 dias post-parto.
En cambio, a la edad de 10 dias ya se puede observar como MVH se tifie también en los
espermatocitos, tendencia que se mantiene hasta los 14 dias post-parto (figura RI111.3

inferior).
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Figura RI11.3: La falta de AhR parece acelerar el patron temporal de expresién de MVH. Se
extrajeron testiculos de AhR+/+ y AhR-/- a 8, 10, 12 y 14 dias post-parto para su posterior
analisis inmunohistoquimico. Las secciones de testiculo se tifieron con un anticuerpo especifico
frente a MVH. Las flechas indican la expresion de la proteina. Los nucleos celulares fueron
tefiidos con DAPI. Para el experimento se utilizaron al menos ratones individuales de cada

genotipo, analizando ademas diferentes secciones histoldgicas de cada uno de ellos.

La tincion posterior con el anticuerpo de Mili resultd ser menor tanto en
intensidad como en nimero de células. A pesar de ello, nuevamente se puede observar
que, al igual que con MVH, destaca su presencia en la capa de espermatogonias a 12
dias post-parto, y en la region de los espermatocitos a 14 dias en los testiculos AhR+/+
(figura RI11.4 superior). En los testiculos AhR-/-, la proteina Mili se localiza en el
compartimento de los espermatocitos ya en el dia 12 post-parto (figura RIII.4

inferior).
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Figura RII1.4: La falta de AhR parece acelerar el patrén temporal de expresién de Mili. Se
extrajeron testiculos de AhR+/+ y AhR-/- a 8, 10, 12 y 14 dias post-parto para su posterior
andlisis inmunohistoquimico. Las secciones de testiculo se tifieron con un anticuerpo especifico
frente a Mili. Las flechas indican la expresion de la proteina. Los nlcleos celulares fueron
tefiidos con DAPI. Para el experimento se utilizaron al menos ratones individuales de cada

genotipo, analizando ademas diferentes secciones histoldgicas de cada uno de ellos.

En ultimo lugar analizamos la proteina Miwi. Se puede apreciar que, a 14 dias
post-parto, su presencia se localiza en el compartimento de los espermatocitos en ambos
genotipos, siendo mas abundante su nivel de expresién en AhR-/- frente a AhR+/+
(figura RI111.5). De esta forma, nuestros resultados sugeririan que una deficiencia en la
expresion de AhR podria acelerar el perfil temporal de expresion de MVH, Mili y Miwi

a lo largo del proceso de diferenciacion de los testiculos de raton.
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Figura RII1.5: La falta de AhR parece acelerar el patrén temporal de expresion de Miwi. Se

extrajeron testiculos de AhR+/+ y AhR-/- a 8, 10, 12 y 14 dias post-parto para su posterior
analisis inmunohistoquimico. Las secciones de testiculo se tifieron con un anticuerpo especifico
frente a Miwi. Las flechas indican la expresiéon de la proteina. Los nlcleos celulares fueron
tefiidos con DAPI. Para el experimento se utilizaron al menos ratones individuales de cada

genotipo, analizando ademas diferentes secciones histoldgicas de cada uno de ellos.

2. Expresion de retrotransposones en el nuage.

Se ha descrito que, de manera conjunta, el nuage y las proteinas asociadas a
piRNAs regulan la produccion de piRNAs, lo cual conduce al silenciamiento de
transposones durante la maduracion de células germinales. Debido a ello, decidimos
estudiar si el patron de expresién del nuage y las proteinas asociadas a piRNAS
observado en AhR-/- correlacionaba con una alteracion de la expresion de los
retrotransposones. Para dilucidar esta posibilidad, combinamos la técnica de hibridacion
in situ para los retrotransposones B1-SINE (como una familia representativa de
elementos repetitivos en testiculos) con inmunofluorescencia para las proteinas MVH,
Mili y Miwi.

En primer lugar clonamos una secuencia consenso para los retrotransposones
B1-SINE, y a partir de ella se sintetizaron dos sondas, una sentido (SE) y otra
antisentido (AS) (figura RII1.6A). La especificidad de la reaccion de hibridacion fue
confirmada por la ausencia de sefial en producida por la sonda SE en testiculos de raton
de 12 dias post-parto (figura R111.6B).
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Figura RI11.6: Sintesis de la sonda sentido (SE) y antisentido (AS) para la deteccién mediante
hibridacién in situ de los B1-SINE. (A) El retrotransposon B1-SINE fue clonado en el vector
pGEM-T. Las sondas SE y AS se sintetizaron utilizando las RNA polimerasas SP6 y T7,
respectivamente. (B) La especificidad de las sondas de hibridacion fue confirmada mediante la
ausencia de sefial producida por la sonda SE en testiculos de ratones AhR+/+ de 12 dias de edad.
Barra: 50 pm.

La hibridacion in situ mostré que los testiculos AhR+/+ expresaban transcritos
de RNA no codificante derivados de los B1-SINE en la capa exterior de las
espermatogonias en los tubulos seminiferos de ratones de 12 dias post-parto. En
cambio, a los 14 dias esa expresion también se podia observar en el compartimento de
los espermatocitos (figura RI11.7). Por el contrario, los tubulos seminiferos de los
testiculos AhR-/- ya presentaban expresion de transcritos derivados de los B1-SINE en
la region de los espermatocitos a 12 dias post-parto, la cual se trasladaba al
compartimento de las espermatogonias a la edad de 14 dias.

C B1-SINE antisense

4hR+/+
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Figura RII1.7: Secciones de testiculos de ratén AhR+/+ y AhR-/- obtenidas a 12 y 14 dias post-
parto procesadas para hibridacion in situ. El analisis de la expresion de los B1-SINE se realiz6

utilizando la sonda antisentido (AS).

El posterior analisis combinando la hibridacién in situ con la
inmunofluorescencia revel6 que MVH se localizaba en las mismas celulas que
expresaban los transcritos derivados de los B1-SINE, tanto en 12 como en 14 dias post-
parto. Ademas, el patron resultaba especifico para cada genotipo (figura RI11.8A). Por
su parte, el nivel de expresion de la proteina Mili se mostré inferior a MVH en
testiculos AhR+/+ y AhR-/-, lo cual no impidié que su patron de expresion fuera
coincidente con los retrotransposones B!-SINE (figura RI111.8B). En ultimo lugar,
Unicamente se encontrd expresion de Miwi a 14 dias post-parto, con un patron
coincidente con los espermatocitos positivos para los B1-SINE en AhR+/+ y con las
células positivas para los B1-SINE en la capa de espermatogonias en ratones AhR-/-
(figura R111.8.C).

D B1-SINE antisense + IHQ
AhR+/+ AhR-/-
12 days 14 days 12 days 14 days

MVH

Mili

Miwi

Figura RIIL8: Combinacién de la hibridacion in situ de los B1-SINE con la

inmunofluorescencia de las proteinas MVH (A), Mili (B) y Miwi (C) en secciones de testiculo de
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ratones AhR+/+ y AhR-/- a 12 y 14 dias post-parto. La sefial de la hibridacion in situ se muestra
en color negro para enfatizar la fluorescencia de MVH, Mili y Miwi. Al menos tres réplicas

bioldgicas fueron usadas para cada experimento.

Este conjunto de datos indicaria que AhR participa de manera activa en el
mecanismo de regulacion de los niveles de expresion de retrotransposones y de

proteinas asociadas a los piRNAs durante el proceso de espermatogenesis de raton.

3. Anadlisis de las caracteristicas y viabilidad espermatica.

A continuacion, decidimos estudiar si estos fenotipos producidos por la ausencia
de AhR poseian ademas una relevancia funcional, considerando que fueron observados
en ratones jovenes fértiles. En primer lugar, se extrajeron los epididimos de ratones
jévenes de edades comprendidas entre las 8 y 10 semanas con el objetivo de determinar
su contenido en espermatozoides viables. Los resultados mostraron que los ratones
knock-out para AhR presentaban de manera significativa un mayor ndmero de

espermatocitos viables que los ratones wild-type (figura RI111.9).
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Figura RI11.9: Se obtuvieron los epididimos de ratones entre 8 y 10 semanas de edad AhR+/+y
AhR-/-. El nimero de células espermaticas viables se midié en medio Pure Sperm Wash.

Secciones representativas de testiculos de ambos genotipos se tifieron con hematoxilina-eosina.

Posteriormente, el analisis mediante citometria de flujo revel6 que, dentro de la
poblacion de espermatozoides vivos con alto potencial de membrana mitocondrial
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(figura RI11.10A), la actividad mitocondrial total era significativamente mayor en
ratones AhR-/- frente a ratones AhR+/+ (figura RI111.10B y C).
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Figura RI111.10: La integridad de la membrana y el potencial de membrana mitocondrial fueron
analizados por citometria de flujo. (A) Citograma representativo mostrando tres poblaciones de
espermatozoides muertos (a), espermatozoides vivos con un nivel bajo de potencial de
membrana mitocondrial. (b) y espermatozoides vivos con alto nivel de potencial de membrana.
(B) Comparativa entre el potencial de membrana mitocondrial de ratones AhR+/+ frente a
ratones AhR-/-. (C) Normalizacién del potencial de membrana mitocondrial con respecto a los

valores encontrados en ratones wild-type.

A continuacion, se comprob6 que la integridad de la membrana del esperma
procedente de los epididimos permanecia inalterable independientemente de la
expresion de AhR (figura RII1.11A). Notablemente, el nimero de espermatozoides
totales moviles (TM) y progresivamente moviles (PM) fue notoriamente superior en
ratones AhR-/- frente a ratones AhR+/+ (figura R111.12B). Por ultimo, la medida de los
parametros adicionales de motilidad espermatica VCL (velocidad circular), VSL
(velocidad en linea recta) y VAP (velocidad media) revelaron que los espermatozoides
de ratones knock-out presentaban una mayor velocidad de movimiento que los ratones
wild-type (figura RI11.12C).
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Figura RIIL11: (A) Normalizacién de la medida de la integridad de membrana de
espermatozoides en ambos genotipos. (B) Porcentaje de motilidad total (TM) y motilidad
progresiva (PM) de espermatozoides normalizado con respecto a los valores encontrados en
ratones AhR+/+. (C) Velocidad de los espermatozoides circular (VCL), en linea recta (VSL) y
media (VAP) en ratones de ambos genotipos, medida en pm s™. La funcionalidad espermética

fue analizada utilizando el software informatico CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis).

Para terminar de profundizar en el analisis espermatico de los ratones, v,
basandonos en los datos funcionales obtenidos hasta el momento, decidimos llevar a
cabo experimentos de apareamiento de ratones AhR+/+ y AhR-/- machos con hembras
ICR fértiles de 10 semanas de edad. Tras un primer andlisis, no se encontraron
diferencias significativas en el nimero de hembras ICR prefiadas con machos tanto
AhR+/+ como AhR-/- (figura RIII.12A). En cambio, si pudimos observar que el
namero de embriones viables recuperados de hembras ICR prefiadas a 18 dias post-
coito era significativamente mas elevado si el apareamiento habia tenido lugar con
machos AhR-/- en lugar de machos AhR+/+ (figura RI11.12B). Por ultimo, debido a la
existente relacion entre AhR y los procesos de esteroidogénesis en testiculos de raton,
Ilevamos a cabo un experimento para analizar la actividad esteroidogénica en ratones de
ambos genotipos, utilizando para ello el marcador SF-1 (steroidogenic factor 1)
presente en el suero sanguineo. Como podemos observar (figura RI11.12C), los niveles
de SF-1 en sangre no son significativamente alterados por la ausencia de AhR, lo cual
sugiere que la esteroidogénesis podria no tener un papel relevante en el aumento de la

fertilidad encontrado en ratones AhR-/-.
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Figura RIN1.12: (A) Ndmero de hembras ICR prefiadas con machos AhR+/+ y AhR-/-. (B)
Embriones viables recuperados a 18 dias post-coito de hembras ICR apareadas con machos
AhR+/+ y AhR-/-. (C) Andlisis mediante el ensayo de ELISA de la presencia del marcador

esteroidogénico SF-1 presente en el suero sanguineo de ratones AhR+/+ y AhR-/-.

4. Analisis de ovarios de raton AhR+/+y AhR-/-.

Basandonos en los interesantes resultados obtenidos en el analisis de los
testiculos de raton, decidimos investigar si la ausencia de AhR afectaba también a la
expresion de transposones y de proteinas asociadas a los piRNAs en los ovarios. El
analisis inmunohistoquimico inicial llevado a cabo en ovarios de hembras wild-type de
15 dias de edad reveld que la expresion de AhR se localizaba casi de forma exclusiva en
la zona periférica del oocito, muy cercana al foliculo. En cambio, en hembras adultas
AhR+/+, la expresion de AhR no sélo aparece rodeando a los oocitos, sino también en
las capas de células granulosas que lo rodean (figura R111.13). Como control negativo
del experimento se utilizaron hembras AhR-/- de 15 dias de edad, asi como adultas, en

las que no se observa expresion de la proteina AhR.

C

AhR+/+ AhR-/-

dpp 15 adult 15 adult

106



Figura RI11.13: Ovarios de hembras AhR+/+ y AhR-/- de 15 dias post-parto y adultas
procesados para inmunofluorescencia y tefiidos con un anticuerpo frente a AhR. Los ndcleos
fueron marcados en color azul con DAPI. Las flechas indican la localizacion de la expresién de

AhR.

A continuacion, continuando con nuestro analisis comparativo entre ovarios
AhR+/+ y AhR-/-, decidimos cuantificar el namero de foliculos pre-antrales (5 dias
post-parto) y antrales tempranos (15 dias post-parto). Como podemos observar, la
ausencia de AhR provoca una disminucion significativa de ambos tipos de foliculos

(figura R111.14A y B) cuando comparamos hembras wild-type frente a knock-out.
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Figura RI11.14: Cuantificacion del nimero de foliculos en hembras AhR+/+ y AhR-/- de 5 (A) y
15 (B) dias de edad.

Esta disminucion del namero de foliculos también quedd corroborada tras una
tincién con hematoxilina-eosina (figura RI11.15A) de secciones histologicas de ovarios
AhR+/+ y AhR-/-. Ademas de ello, se realiz6 una extraccion directa de foliculos tanto
del ovario (figura RI11.15B) como de la ampula (figura RI111.15C) en hembras adultas
de ambos genotipos. Nuevamente, en ambos casos el ratio es significativamente inferior

en ausencia de AhR.
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Figura RIII.15: (A) Tincion con hematoxilina-eosina de secciones histoldgicas de ovarios
AhR+/+ y AhR-/- para analizar el nimero de foliculos en cada genotipo. Ovocitos extraidos
directamente del ovario (B) o de la &mpula del oviducto (C) en hembras de ratones de ambos
genotipos. Se utilizaron al menos cinco réplicas bioldgicas por genotipo, por duplicado o

triplicado.

Debido a que el sistema reproductor de las hembras también se ve expuesto a los
efectos deletéreos de los retrotransposones, decidimos analizar el nuage y las proteinas
asociadas a los piRNAs. Utilizando técnicas de inmunofluorescencia observamos que el
namero de foliculos que expresan las proteinas del nuage MVH y Miwi en ovarios de
hembras adultas es significativamente inferior en AhR-/- en comparacion con AhR-+/+
(figura RI111.16). Por su parte, la expresion de Mili resulto ser indetectable en ovarios
de cualquiera de los genotipos. De manera interesante, a pesar de este reducido nimero
de foliculos tefiidos en ovarios AhR-/-, los niveles de expresion de MVH y Miwi en
foliculos individuales fueron similares en ambos genotipos, lo cual sugeriria que una
formacion deficiente de los foliculos podria mantener unos niveles totales bajos de estas

proteinas asociadas a piRNAs en el ovario.
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Figura R111.16: (A) Ovarios de hembras adultas AhR+/+ y AhR-/- procesados para la deteccion
mediante inmunofluorescencia de MVH, Mili y Miwi. (B) Cuantificacion del nimero de

foliculos positivos para cada ovario individual de cada uno de los genotipos.
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Basandonos en los resultados anteriores de secciones histoldgicas de ovarios
wild-type y knock-out para AhR, decidimos analizar la expresion de las tres proteinas
del nuage MVH, Mili y Miwi en los diferentes estadios de la maduracion oocitaria:
foliculo, vesicula germinal (GV) y meiosis Il (MIl). En primer lugar, cuando
analizamos MVH observamos que su nivel de expresion en oocitos AhR-/- se mantiene
bastante elevado en las 3 fases del desarrollo, incluyendo a las células foliculares del
estadio de foliculo (figura RI111.17). En cambio, en oocitos AhR+/+, la expresion de

MVH es mas reducida en foliculos y en GV, llegando incluso a desaparecer en el

estadio MII.
A MVH
follicle germinal vesicle MII
AhR+/+..-
AhR/.--

Figura RI11.17: Ovaocitos extraidos en fase d foliculo, vesicula germinal y MII. La expresion de
MVH fue analizada por inmunofluorescencia untilizando un anticuerpo especifco. Al menos 10
ratones de cada genotipo fueron utilizados para la extraccién de los oocitos en los diferentes

estadios.

El analisis de la proteina Mili mostrd la casi total ausencia de expresion en

oocitos AhR+/+ y AhR-/- en cualquiera de los estadios de maduracion (figura R111.18).
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Figura RI11.18: Ovocitos extraidos en fase d foliculo, vesicula germinal y MII. La expresion de

Mili fue analizada por inmunofluorescencia untilizando un anticuerpo especifco. Al menos 10
ratones de cada genotipo fueron utilizados para la extraccion de los oocitos en los diferentes

estadios.

Por ltimo, decidimos estudiar también los niveles de expresion y localizacion
de la proteina Miwi. A diferencia del caso anterior, en este caso la tincion resultd ser
muy intensa en oocitos en estadio de foliculo, GV y MII. Unicamente se aprecia una
leve diferencia entre AhR+/+ y AhR-/- en la tincién del foliculo, ya que las células
foliculares del oocito wild-type presentan una intensidad algo mayor que las del oocito
knock-out (figura RI111.19). Por el contrario, no se aprecian diferencias significativas
entre genotipos en las fases de maduracion de GV y MII, en las que el nivel de

expresion se mantiene elevado de manera constante.
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Figura RI11.19: Ovocitos extraidos en fase d foliculo, vesicula germinal y MII. La expresion de

Miwi fue analizada por inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo especifico. Al menos 10
ratones de cada genotipo fueron utilizados para la extraccion de los oocitos en los diferentes

estadios.
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Conclusiones
(capitulo I1)
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La expresion de AhR influye en el control de los piRNAs y de las proteinas
asociadas a piRNAs presentes en testiculos y ovarios de ratones, proceso que

esta relacionado con una expresion alterada de los retrotransposones.

La falta de AhR provoca un aumento de la expresion de retrotransposones,

piRNAs y proteinas asociadas a piRNAs en testiculo de raton.

La des-regulacion de este proceso produce una aceleracion de la maduracion

espermatica y un aumento en la capacidad de fertilidad de los ratones.

La ausencia de AhR impica una oogénesis ineficiente que se traduce en una

reduccion en el nimero de foliculos viables en ovario de ratén.
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Discusion
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Originalmente, el receptor de dioxina (AHR) se descubri6 debido a su capacidad
de respuesta frente a efectos tdxicos y carcinogénicos provocados por xenobioticos
(especialmente por dioxinas), por lo que los primeros estudios realizados fueron
encaminados en este sentido (Poland et al., 1976; Okey et al., 1979; Poland and
Knutson, 1982., Reyes et al., 1992). Sin embargo, una de las caracteristicas que mas
Ilamaba la atencion de los investigadores era que un receptor para las dioxinas, que son
compuestos de reciente aparicion en la biosfera, estuviese tan conservado
evolutivamente en diferentes organismos. Debido a ello, se empezaron a realizar
investigaciones en otras direcciones, centradas principalmente en su funcién como
factor de transcripcion relevante en multitud de procesos fisiologicos, sobre todo tras la
aparicion de ratones knock-out para AhR en los afios 90 (Fernandez-Salguero et al.,
1995; Schmidt et al., 1996; Fernandez-Salguero et al., 1997; Gonzélez and Fernandez-
Salguero, 1998; Zaher et al., 1998; Abbot et al., 1999; Benedict et al., 2000; Lahvis et
al., 2000; Thackelberry et al., 2002; Lund et al., 2003). Posteriormente, salieron a la luz
nuevos trabajos que relacionaban AhR con procesos de ciclo celular y proliferacion
(Puga et al., 2002), procesos homeostéticos de diferentes érganos (Corchero et al., 2004;
Lahvis et al., 2005; Harstad et al., 2006; Suzeau et al., 2011), migracion y adhesion
celular (Mimura et al., 1997, Carvajal-Gonzalez et al., 2009; Rey-Barroso et al., 2014) y
angiogénesis (Roman et al., 2009; Choudhary et al., 2014). Todas estas nuevas
implicaciones, asi como el componente toxicoldgico del receptor, fueron recopiladas en

una revision por Pohjanvirta en 2012.

Con todo ello, todavia quedaba por salir a la luz la relacion del receptor de
dioxina con la regulacién de la diferenciacion celular, por lo que en los Gltimos cinco
afnos se han realizado algunos trabajos al respecto. AHR ha sido descrito como un
promotor (Hall et al., 2010; Wu et al., 2014) o un supresor de dicho proceso (Zhu et al.,
2012; Yu et al., 2014; Ko et al., 2014., Morales-Hernandez et al., 2016). Aun asi, debido
a que el numero de estudios se antojaba todavia escaso, los mecanismos moleculares
por los cuales AHR regula los procesos de diferenciacion celular no se conocen en

profundidad, motivo por el cual decidimos realizar el presente estudio.
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Como modelo principal de estudio decidimos utilizar la linea celular N-
TERA2D1, procedentes de carcinoma embrioide humano, debido a su capacidad de
modificar su fenotipo indiferenciado hacia diferenciado en presencia de acido retinoico
(Paquet-Durand et al., 2003; Pewsey et al., 2009). Esta capacidad le otorga a la linea
cierta semejanza con los procesos de diferenciacion que ocurren en células madre,
aunque en nuestro caso las N-TERA2 Unicamente puedan diferenciarse a células
neuronales. Por ello, son consideradas como un buen modelo alternativo de estudio.
Ademas, se ha comprobado que AhR puede ser activado de manera indirecta a través
del receptor de retinoides (RAR) (Soprano and Soprano, 2003; Jacob et al., 2011), el
cual posee un papel importante en procesos de desarrollo y diferenciacion celular
(Hayashida et al., 2004; Bunaciu and Yen, 2011).

Un estudio previo de nuestro laboratorio, utilizando ratones como modelo de
estudio, habia revelado que AhR poseia la capacidad de unirse a elementos B1 a través
del sitio de union XRE presente en los mismos y que, mas concretamente, este sitio
estaba separado por 35 (B1x35s) pares de bases del sitio de union de Slug/Snail en
aproximadamente 1600 de estos elementos repetitivos (Roman et al., 2008). Debido a
ello, en nuestro trabajo hemos realizado un estudio bioinforméatico en el genoma
humano analizando si los elementos Alu (equivalentes a los B1 de ratones) también
poseian sitio de union para XRE y si, ademas, habia algin namero especifico de pares
de bases de separacion con el sitio SLUG/SNAIL. En nuestro caso, hallamos 3
elementos Alu relevantes que se repetian mucho mas que el resto, a los cuales
denominamos Ax14s, Ax36s y Ax45s. Mas tarde, cuando realizamos un barrido de
estos elementos Alu en los principales genes conocidos implicados en procesos de
diferenciacion y pluripotencia (NANOG, OCT4, SOX2, KLF4, SHH, WNT1, LIF y
NOTCH1) descubrimos la presencia de varios Alu cercanos a los mismos, tanto
flanqueandolos como dentro del propio gen. Este fue el motivo principal por el cual
decidimos estudiar la posible relacion de la unién de AHR a estos elementos Alu y su
participacion en la regulacion de estos genes. Ademas pudimos comprobar que, cuando
diferenciabamos las células, la expresion de AHR aumentaba a la vez que la de
marcadores de des-diferenciacion como NANOG y OCT4 disminuian, y que, en
ausencia de AHR, esta bajada no se producia, lo cual nos indicaba que la relacion entre
AHR, NANOG y OCT4 debia ser estudiada. De hecho, varios trabajos ya apuntaban a
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una colaboracion directa entre NANOG y OCT4 en procesos de pluripotencia (Yuin-
Han Loh et al., 2006; Liang et al., 2008; Marthaler et al., 2015; Olariu et al., 2016).

Nuestros experimentos de ChlIP revelaron que, ademés de la union de AHR a los
Alu presentes en NANOG y OCT4, a estos transposones también se unian elementos
relevantes en transcripcion (RPC32 y RNA Pol I1) y elementos importantes en la
modificacion de la estructura de la cromatina, como CTCF y PARP1. En todos los
casos, el nivel de union variaba segun la célula estuviese en estado basal o diferenciado.
Por este motivo, nos parecio interesante encaminar nuestro estudio hacia la vertiente de
qgue AHR parecia estar regulando la expresion de estos genes a traves de modificaciones
en la arquitectura del DNA, y no a través del modelo clasico de activador/represor
transcripcional directo. Se sabe que PARP1 estd implicada en el mantenimiento de la
estabilidad de la cromatina durante la division celular (Guetg et al., 2012), y que
mediante procesos de parilacidn es capaz de modular que regiones de la cromatina que
poseen locus silenciosos (silent rDNA regions) sean correctamente heredadas. Por su
parte, CTCF es considerado como el tejedor maestro (master weaver) del genoma, ya
que posee la capacidad de bloguear la interaccion entre un potenciador transcripcional
(enhancer) y su promotor a través de la formacion de una barrera fisica de cromatina
(Bell et al., 1999). El papel de CTCF en la organizacion de la estructura nuclear es
amplio, destacando la formacion de bucles de DNA para controlar la accesibilidad de
las RNA polimerasas a regiones reguladoras de genes (Phillips et al., 2009). Para este
proceso, se sirve de la colaboracién de proteinas estructurales como las cohesinas
(Wendt et al., 2008; Parelho et al., 2008). La ausencia de una secuencia consenso de
unién de CTCF nos hacia sospechar de la existencia de mecanismos adicionales
encargados de controlar el reconocimiento de secuencias especificas de DNA por CTCF
y, por tanto, de modificacion de la arquitectura de la cromatina.

A este respecto, realizamos Enhancer Blocking Assays (EBAS) en los que
comprobamos que los tres elementos (Ax14s, Ax36s y Ax45s) poseian una alta
actividad insulator (aisladora), ocurriendo tanto en NANOG como en OCT4. Por tanto,
conforme avanzaba nuestro estudio, las similitudes de comportamiento de nuestros Alu
con otros elementos implicados en modificacion de la cromatina eran evidentes.
Decidimos, por tanto, explorar el campo de la metilacion del DNA, ya que es una de las
principales modificaciones directas de la cromatina. De esta manera, cuando mapeamos

la region del genoma ocupada por NANOG (incluyendo sus regiones cercanas y sus
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elementos Alu potencialmente reguladores), encontramos que distintas marcas de
metilacion como me3H3K4, me3H3K9 y me3H3K27 presentaban un patron distinto en
funcion de la diferenciacion celular y que, ademas, este patron cambiaba totalmente en
casi todos los casos en ausencia de AHR, sugiriendo la implicacion necesaria del
receptor de dioxina en el proceso. Anteriormente, en un trabajo n células madre de
ratones, se conocia que CTCF mediaba interacciones inter-cromosomales, de las cuales
un 70% crean dominios en bucle que separan regiones con patrones opuestos de
metilacion de histonas (Handoko et al., 2011). Cabe destacar que, mientras que K4 es
considerada una marca de activacion por aparecer enriquecida en promotores
transcripcionalmente activos, tanto K9 como K27 son consideradas marcas de represion,
la primera por encontrarse en genes reprimidos constitutivamente y la segunda por su
aparicion en la formacion de regiones de heterocromatina. Por lo tanto, nuestro trabajo
sugiere que AHR podria modular la expresion génica de NANOG y OCT4 a través del
establecimiento de patrones especificos de metilacion de cromatina.

Estos interesantes datos nos llevaron a querer seguir profundizando en los
mecanismos que intervenian en la modificacion de la estructura y organizacion de la
cromatina. Debido a la gran extension que estaba cobrando el estudio, decidimos
centrarnos en el gen NANOG, con el objetivo de mapear su estructura tridimensional,
asi como una amplia region circundante (un total de 88 kilobases). Para ello, decidimos
utilizar la técnica de 3C (Chromosome Conformation Capture). Desde su aparicion
(Dekker et al., 2005), esta metodologia nos permite explorar la organizacion genémica
en una escala desde unas pocas decenas hasta cientos de kilobases (Hagege et al., 2007).
La comprension de los mecanismos de plegamiento del DNA resulta esencial en
mamiferos, ya que el genoma se encuentra plagado de elementos reguladores tales como
enhancers, insulators, y boundaries. El 3C, ademas, ha sido utilizado ya en diversos
trabajos como método fiable para mapear la estructura tridimensional de la cromatina
(Pink et al., 2010; Tena et al., 2011; Gémez-Marin et al., 2015). En nuestro estudio,
hemos comprobado como la region de NANOG posee una configuracion tridimensional
en estado basal en la cual los elementos Ax45s y Ax14s que lo flanquean estan alejados
entre si. En cambio, cuando la célula inicia un proceso de diferenciacion por acido
retinoico, ambos elementos Alu se acercan notoriamente, sugiriendo la formacion de un
nuevo bucle de cromatina que contendria en su interior al gen NANOG.

Adicionalmente, la formacion de este nuevo bucle se pierde cuando utilizamos la linea
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celular N-TERA2-shAHR (ausencia de AHR), lo cual indicaria que el receptor de
dioxina es necesario para la formacion de dicho bucle. Concretamente, en estado basal,
AHR estaria unido al sitio XRE del Ax14s Unicamente, y, cuando diferenciamos la
célula, se despegaria de ese Alu y se uniria al sitio XRE del Ax45s. A continuacion

podemos observar un esquema de esta interaccion (figura D.1.).
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FiguraD.1.

Una vez establecida la idea de la formacién del bucle en la regién de NANOG
en condiciones de diferenciacion por acido retinoico, debido a la proximidad fisica
resultante entre los elementos Ax45s y Ax14s, decidimos intentar capturar el complejo
de proteinas que estuviese unido al bucle en ese momento. Para ello, utilizamos una
novedosa metodologia basada en CRISPR-Cas9 denominada enChlIP-dCas9 (Fujita et
al., 2013). A diferencia de la técnica de CRISPR-Cas9 convencional (Jinek et al., 2012),
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el enChlIP se basa en unir una enzima Cas9 cataliticamente inactiva a la zona objetivo
del DNA, para, posteriormente, inmunoprecipitar la cromatina y las proteinas unidas al
complejo, pudiendo purificar éstas Gltimas. En nuestro caso, el analisis posterior de
protedmica mediante espectrometria de masas revel6 un interesante numero de proteinas
unidas al bucle de NANOG, entre las cuales destacamos CHAF1B (implicada en el
ensamblaje de la cromatina tras la replicacién), PRMTL1 (participa de forma activa en la
metilacion de la histona H4), DDX5 (helicasa de RNA implicada en proliferacion y
diferenciacion celular), KSRP (activador de la expresion de C-MYC en células no
diferenciadas) y LAMIN A/C (implicada en la reparacion del DNA y en el control de la
estabilidad del genoma). Como podemos observar, todas ellas presentan un papel
importante en la remodelacion de la estructura de la cromatina, lo cual apoyaria aln méas
el nuevo papel en el mantenimiento de la arquitectura del DNA que tienen AHR y los
elementos Alu. Adicionalmente, pudimos comprobar que el silenciamiento de CHAF1B
anularia la formacion del bucle de cromatina de NANOG, lo cual sugiere su necesaria
participaciéon en el complejo. Por su parte, el silenciamiento de PRMT1 provoca un
cambio total en los patrones de metilacion de H3K4, H3K9 y H3K27, lo cual indicaria
una accion conjunta de estas nuevas proteinas secuenciadas con AHR en el

mantenimiento estructural de esta region de DNA.

Por otro lado, debido a las similitudes de comportamiento como elementos
insulator entre nuestros elementos Alu y CTCF, y sabiendo que éste Gltimo tiene la
capacidad de conferir proteccion contra los efectos de posicionamiento de cromosomas
en ratones transgénicos, probablemente en colaboracion con otros factores (Furlan-
Margaril et al., 2011), asi como el posicionamiento de nucleosomas (Kanduri et al.,
2002; Fu et al., 2008; Teif et al., 2014) nos parecia interesante conocer posibles
cambios en la estructura de los nucleosomas durante la diferenciacion celular. Gracias al
método de digestién del DNA mediante la nucleasa micrococal, pudimos comprobar
que el patron nucleosomal era diferente al comparar células en estado basal con células
diferenciadas por &cido retinoico. Ademas, cuando secuenciamos los fragmentos de
DNA resultantes de la digestion, hallamos un interesante grupo de proteinas compuesto
por POU4F1, EDNRB, COUPTFII, SOX9, ATXN7, PRMT6, INSL6, CDH13,
TBC1D3, AMY1A, CUL2 y TENMS3. Todas estas proteinas estan relacionadas de
alguna manera con procesos de diferenciacion y proliferacion celular, metilacion de

cromatina 0 mantenimiento de la estabilidad genomica, incluso algunas de ellas
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pertenecen a la misma familia de otras proteinas ya estudiadas en este trabajo (POUF4 a
la familia de OCT4, SOX9 a la familia de SOX2 y PRMT6 a la familia de PRMT1).
Incluso, en todas ellas (exceptuando CUL2 y TENM3), la ausencia de AHR modifica
notablemente los patrones de expresion de estas proteinas, indicandonos nuevamente
que el receptor de dioxina tendria un papel activo en la regulacion de las mismas. Como
hemos comprobado, el complejo de proteinas y elementos reguladores que intervienen
en la regulacién de la expresion de NANOG es casi inabarcable, como confirman
nuestros resultados de protedmica y de secuenciacion de DNA. A continuacion
resumimos de forma esquematica el conjunto de actores que intervienen en dicha

regulacion (figura D.2.).

Cell differentiation @@ @
S TR @@ @ @ @ Loop in

PRMT
e

AhR represses the expresion of NANOG through structural chromatin modifications

Figura D.2.
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Gametogénesis.

Las proteinas Piwi fueron identificadas inicialmente en la linea germinal de
Drosophila como un esencial intermediario molecular en el mantenimiento del proceso
de diferenciacion de células germinales presentes en ovarios y testiculos. Estas proteinas
se unen a pequefios piRNAs, los cuales son molecularmente diferentes a miRNAs y
siRNAs. De hecho, se ha descrito como el complejo molecular que forman las proteinas
Piwi y los piRNAs posee un papel fundamental en el silenciamiento de transposones
durante el desarrollo de la linea germinal, con el objetivo de asegurar la integridad
gendmica y la estabilidad de espermatocitos y oocitos (Aravin et al. 2006; Brennecke et
al. 2007; Yin and Lin 2007; Khurana and Theurkauf 2010; Le Thomas et al. 2013).
Posteriormente, gracias al uso de ratones modificados genéticamente, se han encontrado
homdlogos de estas proteinas Piwi de Drosophila que comparten esta funcion critica del
metabolismo de los piRNAs y el silenciamiento de transposones en la linea germinal de
mamiferos (Lin 2007; Peters and Meister 2007; Siomi and Kuramochi-Miyagawa
2009). Asi, las proteinas Mili, Miwi y Miwi2 son necesarias en el proceso de
espermatogénesis en raton y, como consecuencia, la ausencia de Mili y de Miwi2 en
ratones machos provoca infertilidad, ademas de aumentar los niveles de expresion de
los retrotransposones en la linea germinal (Deng and Lin 2002; Kuramochi-Miyagawa
et al. 2004; Carmell et al. 2007).

AhR posee efectos pleiotrépicos en la maduracion de los sistemas reproductores
de ratones machos y hembras, contribuyendo al desarrollo embrionario y post-natal, asi
como a una adecuada funcion fisiologica y comportamental (Karman 2012). Diversos
estudios llevados a cabo en hembras de raton indican que, de manera consistente, la
ausencia total de AhR provoca un desarrollo deficiente del ovario y una alteracion de la
sefializacion hormonal y neuroendocrina, lo cual se traduce en una disfuncion ovarica
seguida de infertilidad ((Baba et al. 2005) y revisado en (Karman 2012)). En cambio, el
papel de AhR en el sistema reproductor de ratones machos estd mucho menos definido.
Mientras que ratones AhR-/- de avanzada edad poseen un bajo nimero de
espermatozoides en el epididimo y una regresion de la vesicula seminal (Baba et al.
2008), ratones adultos (entre 8 y 12 semanas de edad) AhR-/- no presentaban diferencia
en la produccion diaria de esperma en testiculo (Lin et al. 2001), ni tampoco un
incremento en el numero de espermatidas elongadas retenidas (Hansen et al. 2014).

Ademas, se ha descrito también que AhR participa en la regulacion de la expresion de
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retrotransposones (Roman et al. 2008; Roman et al. 2011a; Roman et al. 2011b), cuya
actividad debe ser bloqueada por el sistema de los piRNAs para permitir la maduracion
de células germinales de ratones machos y hembras. Basandonos en estos trabajos
previos, hemos manejado la hipotesis de la existencia de un vinculo potencial entre el
nivel de expresion de AhR vy sus efectos sobre la transcripcion de retrotransposones,
proteinas asociadas a piRNAs y la maduracion de las células germinales en ratones
jévenes de ambos géneros. Gracias a nuestro estudio hemos podido concluir que la
ausencia de AhR posee efectos diferenciales en la interaccién funcional entre la
expresion de transposones, las proteinas asociadas a piRNAs y los piRNAs en testiculos
y ovarios, de tal manera que esas interacciones especificas de cada érgano pueden tener
una influencia positiva o negativa en la fertilidad de ratones AhR-/- machos y hembras,

respectivamente.

La implicacion de AhR en el mecanismo de los piRNAs/proteinas asociadas a
piIRNAs que controlan la expresion de transposones en testiculos fue apoyada en primer
lugar por el patron de la expresion del receptor en ratones machos jovenes. Los niveles
de la proteina AhR fueron elevados desde leptoteno (10 dias post-parto) hasta paquiteno
(14 dias post-parto), una ventana de tiempo en la cual se concentra la mayoria de la
actividad de los transpsones y en la que, ademas, los piRNAs de pre-paquiteno y
paquiteno son fabricados para bloquear los efectos de los transposones (Aravin et al.
2006; Aravin and Hannon 2008; Li et al. 2013). AhR posee una actividad represora
sobre el control de la expresidn de transposones en estas fases criticas del desarrollo de
las células germinales en ratones macho debido a una representacion elevada de familias
de retrotransposones de ratdn que estan bien conservadas evolutivamente los testiculos
de ratones AhR-/- durante las fases de pre-paquiteno y paquiteno, entre los cuales
destacan los miembros de la familia B1-SINE conocidos por ser regulados por este
receptor (Roman et al. 2008; Roman et al. 2011a; Roman et al. 2011b). De manera
consistente, las cantidades de piRNAs expresados en los testiculos durante estas fases
del desarrollo fueron también mas elevadas en ratones AhR-/- frente a ratones AhR+/+.
Estos resultados sugieren que, en testiculos de ratones wild-type que expresan AhR, los
niveles basales de expresion de transposones son contrarrestados por las cantidades
basales de piRNAs. Por el contrario, en ratones AhR-/-, la des-represion de transposones
puede activar la sintesis de cantidades mas elevadas de piRNAs cuya funcion seria

bloquear sus efectos deletéreos durante el desarrollo. Nuestros datos sugieren, por tanto,
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que el nivel de expresion de los transposones podria tener un papel causal y/o influencia
sobre la manera en la que los piRNAs son producidos durante la maduracion normal de
los testiculos.

La expresion de la proteina MVH aparece en ratones desde los 10,5 dias post-
parto hasta el estadio de espermatida (Toyooka et al. 2000) y, junto con las proteinas
especificas de células germinales Mili, Miwi y Miwi2, esta implicada en las primeras
fases del silenciamiento de transposones a través de la amplificacion de piRNAs durante
la maduracion de espermatocitos y oocitos (Deng and Lin 2002; Kuramochi-Miyagawa
et al. 2004; Carmell et al. 2007; Lim et al. 2013). MVH y Miwi (pero no Mili),
aparecieron sobre-expresados en la fase de pre-paquiteno de los espermatocitos de
testiculos de ratones adultos AhR-/- , lo cual apoyaria la implicacion de AhR en el
control de la maquinaria dependiente de piRNAs durante el proceso de
espermatogénesis. Curiosamente, MVH y Miwi presentaron una distribucién inusual en
los tubulos seminiferos en ausencia de AhR. Mientras que MVH y Miwi se localizaban
en las capas externas de las células que contienen las espermatogonias en testiculos
AhR+/+ en leptoteno y pre-paquiteno, ambas proteinas se expresaban principalmente en
el compartimento interior de espermatocitos diferenciados en los tabulos AhR-/-,
sugiriendo que la ausencia de AhR podria anticipar, e incluso acelerar, el mecanismo
dependiente de los piRNAs que contribuye a la maduracion de células germinales en
testiculo. Este patrén temprano de proteinas asociadas a piRNAs en testiculos de
ratones AhR-/- es de hecho coincidente con los niveles mayores de expresion de
retrotransposones. Notablemente, MVH, Mili y Miwi co-expresaban y co-localizaban
con los transcritos de los retrotransposones B1-SINE regulados por AhR en la capa de
células que contiene las espermatogonias en ratones AhR+/+, y en la capa de
espermatocitos de los tubulos seminiferos en ratones AhR-/-. El presente trabajo
propone que podria ayudar en el mantenimiento del equilibrio entre la transcripcion de
transposones, piRNAs y proteinas asociadas a piRNAS en testiculos, y que, ademas, la
ausencia de AhR afectaria a la expresion y localizacion de los transcritos derivados de
retrotransposones y de las proteinas asociadas a piRNAs.

Las proteinas del nuage son esenciales para la fertilidad de ratones machos,
debido a que mutaciones en sus genes codificantes provocan una pérdida de funcién que
desemboca en la des-regulacion de la espermatogénesis (Pillai and Chuma 2012). De

manera opuesta al bajo numero de espermatozoides descritos en ratones de avanzada
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edad (Baba et al. 2008) o al contenido normal en ratones adultos (Lin et al. 2001) AhR-
/-, hemos encontrado que ratones jovenes AhR-/- produjeron un ndmero mayor de
células espermaticas con una mayor actividad mitocondrial y una motilidad mejorada
con respecto a ratones AhR+/+. Esta aparente mejora de la calidad espermatica de los
ratones AhR-/- fue consistente con la mayor capacidad de fertilidad observada en los
apareamientos con hembras ICR. Un estudio previé demostraba que los ratones knock-
out C57BL/6-Ahr™-?A™ presentaban una acumulacién de espermatidas elongadas y una
fertilidad reducida en experimentos de fecundacion in vitro (Hansen et al. 2014). Esta
diferencia podria explicarse por el hecho de que los ensayos in vivo realizados en
nuestro trabajo pueden suponer una mejor aproximacion fisioldgica para determinar las
diferencias en la capacidad de fertilidad en ratones, debido al propio proceso de
apareamiento y a las diferentes moléculas que acompafian a los espermatocitos durante
la fecundacion (Michaelis et al. 2013; Langhammer et al. 2014). Adicionalmente, en ese
estudio previo se utilizaron como controles wild-type ratones C57BL/6JAh"? |y su
diferencia en el background genético con respecto a la cepa C57BL/6-Ahr™?A™ de
ratones AhR-/- podria haber influenciado en los fenotipos encontrados in vitro. Estudios
recientes, a través de diferentes estrategias moleculares y fisiologicas, han puesto de
manifiesto la existencia de fenotipos con alta capacidad fértil que podrian atribuirse a
alteraciones endocrinas (niveles hormonales, por ejemplo la testosterona), fisiolégicas
(pubertad acelerada) y comportamentales (Michaelis et al. 2013; Langhammer et al.
2014). Por tanto, en nuestro trabajo sugerimos que la fertilidad de ratones machos AhR-
/- podria depender de la funcionalidad mejorada de los espermatozoides, asi como de las
ventajas endocrinas, fisiologicas y comportamentales otorgadas por la ausencia de AhR.
Adicionalmente, una expresion programada temprana de piRNAs y proteinas asociadas
a piRNAs podria otorgar una ventaja a los ratones AhR-/- en el desarrollo de células

espermaticas mas competentes.

Por otra parte, los efectos de AhR observados sobre la expresion de
retrotransposones y proteinas asociadas a piRNAs en ovarios de ratones fueron opuestos
a los encontrados en testiculos. Asi, la ausencia de AhR afecto severamente al correcto
desarrollo folicular y redujo el nimero de oocitos presentes en el ovario y en el &ampula
del oviducto. Estas observaciones concuerdan con estudios previos en los que se
describia una reduccion del potencial ovulatorio y, por tanto, una mayor infertilidad en
hembras AhR-/- (Abbott et al. 1999; Baba et al. 2005; Hernandez-Ochoa et al. 2009).
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Las proteinas del nuage MVH, Mili y Miwi poseen tambien un papel relevante en el
silenciamiento de transposones en ovario, aunque su des-represidbn no parece
comprometer su fertilidad (Shoji et al. 2009; Lim et al. 2013). Los ovarios de ratones
AhR-/- poseen una expresion reducida de MVH, Mili y Miwi, asi como menores niveles
de expresion de transcritos derivados de retrotransposones en ratones post-natales y
adultos. La disminucion de los niveles totales de MVVH y Miwi en ovarios de ratones
AhR-/- podria deberse a la disminucion significativa en el nimero de foliculos que
expresaban estas proteinas. Una posible explicacion seria que en los foliculos en los que
AhR esta ausente aparezca una deficiencia en el silenciamiento de los retrotransposones
cuando la expresion de las proteinas asociadas a piRNAs se antoja insuficiente. Esta
hipotesis estaria en parte apoyada por los estudios que muestran que una deficiencia en
MVH causa una des-represion de los transposones en los foliculos primordiales, a pesar
de que, como hemos indicado antes, no causa un efecto directo sobre la fertilidad en las
hembras (Lim et al. 2013). Por lo tanto, el papel de las proteinas asociadas a piRNAs
resulta complejo. Los ensayos de maduracion in vitro revelaron que MVH estaba
presente en oocitos AhR+/+ en los estadios de foliculo y vesicula germinal,
desapareciendo en la fase MIl. En cambio, en hembras AhR-/-, la expresién de MVH se
mantuvo muy elevada desde foliculo hasta MII, estando presente incluso en las células
foliculares que rodean al oocito. Esta persistencia en la expresion de MVH podria ser
indicativa de una expresion prolongada a los efectos deletéreos de los retrotransposones,
lo cual estaria afectando a la maduracion folicular. Desafortunadamente, los niveles de
transposones (por ejemplo los B1-SINE) no han podido ser determinados por
hibridacidn in situ durante el proceso de maduracién in vitro de los foliculos. Con todos
estos datos, en este estudio proponemos que la ausencia de AhR podria comprometer la
fertilidad de hembras de raton mediante la reduccion del numero de foliculos viables a
través de un mecanismo que envolveria la alteracion del equilibrio entre los

retrotransposones y las proteinas asociadas a piRNAs.

En resumen, en este trabajo demostramos que AhR posee una funcion especifica
en testiculos y ovarios de ratones jovenes posiblemente a través del control sobre los
piRNAs, proteinas asociadas a PpiRNAs y la expresion de transposones.
Consecuentemente, la ausencia de AhR en testiculo aumenta la expresion de
retrotransposones, piRNAs y proteinas asociadas a piRNAs durante la meiosis de las

células germinales, posiblemente acelerando la maduracion de los espermatocitos e
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incrementando su capacidad de fertilidad. En el ovario, la ausencia de AhR desemboca
en un fenotipo totalmente opuesto, reduciendo la expresion de retrotransposones y de
proteinas asociadas a piRNAs en fases del desarrollo tanto tempranas como tardias,
provocando la disminucion del numero de foliculos viables. A pesar de que el
mecanismo por el cual AhR interviene en este cross-talk entre retrotransposones,
piRNASs y proteinas asociadas a piRNAs es aun desconocido, nuestros datos sugieren la
implicacion de esta ruta de sefializacion en la maduracion de células germinales de

ambos generos.
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Conclusion final del estudio

En los ultimos afios, se ha puesto de manifiesto la importancia de AHR en
diversos procesos fisioldgicos, que incluyen el desarrollo, la migracién, la proliferacion
y la diferenciacion celular. Nuestro estudio propone que AHR controla el proceso de
diferenciacion celular a través de su union a elementos Alu del genoma humano. Esta
regulaciéon la lleva a cabo de una manera completamente novedosa: modulando la
arquitectura de la cromatina y a través de modificaciones en la estructura del DNA. En
este trabajo se han descubierto nuevas proteinas implicadas en dicho proceso, y se ha
puesto de manifiesto el mecanismo de actuacion desconocido de otras anteriormente

estudiadas.
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