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Elementos reguladores de la expresidn génica
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* Factor de transcripcién (TF), proteina con dominios de unidon al ADN
* Los dominios de ADN en los que se unen se denominan sitios de
unioén a factores de transcripcion (TFBS), generalmente 5-20 pbs

* Los TFBSs pueden clasificarse en 3 tipos segun su funcion:

Promotores
Median el inicio de la transcripcion de la secuencia de ADN aguas
abajo

Potenciadores (Enhancers)
Intensifican los niveles de expresidon tanto de genes cercanos (cis)
como lejanos (trans)

Aisladores (Insulators)

Bloquean el efecto de los intensificadores y/o actlan de barrera,
aislando y protegiendo una region eucromatica ante la expansiéon de
regiones heterocromaticas circundantes.
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* Secuencias cortas de ADN (100-1000pbs) necesarias para activar la transcripcion de la secuencia de ADN aguas
abajo (a partir del sitio de inicio de la transcripcion, TSS)

En eucariotas:

* Laregidon promotora de un gen puede dividirse en: promotor minimo, promotor proximal y elementos distales

* El promotor minimo se suele componer de las secuencias necesarias para la union de la ARN polimerasa y los
factores de transcripcion necesarios para el inicio de la transcripcion:

Caja TATA (5'-TATAAA-3')

BRE, elemento reconocido por el factor de inicio de la transcripcion TFIIB

DPE, elemento aguas abajo del TSS reconocido por el TFIID

Inr, elemento iniciador que es el Unico capaz de iniciar la transcripcion en ausencia de una caja TATA

e El promotor proximal lo forman otros sitios de unién a factores de transcripcion que regulan de manera
especifica los niveles de transcripcion del gen

* El promotor distal suele contener sitios de unién a intensificadores Coding region
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En procariotas:
* Los elementos que regulan la expresion de los genes suelen encontrarse en la proximidad de los mismos
* Sus promotores contienen dos elementos basicos:
- Caja Pribnow (5'-TATAAT-3') equivalente a la caja TATA de eucariotas y se situa a —10 pbs del inicio de la
transcripcion
- Elelemento—35 (5'-TTGACA-3') que controla el nivel de expresion y se sitla a —35 pbs del inicio de |a
transcripcion
* Elgenaregularylos elementos que lo regulan reciben el nombre de operdn y a diferencia de los eucariotas los
MARNSs que se transcriben suelen ser policistronicos, es decir codifican para varias cadenas polipeptidicas
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a Adult tissue-specific genes or
terminally differentiated
cell-specific genes
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a. Promotores de genes tejido-especificos

TATA + Inr

Marcas activas de transcripcion
Posicion imprecisa de nucleosomas
TSS Unico definido

b. Promotores de genes constitutivos

Islas CpGs (Mamiferos)

Marcas activas de transcripcion
Posicion fija de nucleosomas
Regidn libre de nucleosomas ancha
TSS multiples y frecuentes

¢c. Promotores de genes del desarrollo

Islas CpGs (Mamiferos)
Promotores bivalentes
Posicion fija de nucleosomas
TSS multiples y frecuentes



Sitos de unidon al ADN que tras la union de sus factores de transcripcion aumentan la expresiéon de genes
especificos, sélo regulan los niveles de expresion de genes activos y no son suficientes para activar la expresion de

un gen.

Pueden encontrarse a miles de pbs del gen que regulan, tanto aguas abajo como aguas arriba.
Determinados factores de transcripcion como la proteina p300 y modificaciones especificas de las colas de las

histonas como H3K4mel y H3K27ac.

Super-potenciadores (Super-enhancers), regiones con una tasa inusualmente elevada de unién de coactivadores
de la expresidon de genes. A diferencia de los potenciadores (de 10000 a 15000 por tipo celular) sélo se encuentran
unos pocos cientos en un tipo celular concreto y regulan la mayoria de los patrones tipo celular especificos.
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Definicion de superpotenciadores

1. Identificar picos de unidon de factores de transcripcion
tipo celular especificos

2. Agrupamiento de picos a distancias menores de 12.5kb

3. Enriquecimiento del factor de transcripcion Med1

(esta definicion puede variar sequn la publicacion)



A DNA Tracking B DNA Looping
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B. DNA looping
La estructura de la cromatina
mediante el plegamiento de |la
hélice facilita la interaccién

C. Loop extrusion
La cohesina pliega la hélice hasta
dos sitios de union CTCF que se
encuentran cercanosy
delimitando los sitios reguladores

Fig. 1. Schematic illustrating DNA tracking, DNA looping, and loop extrusion models. A. DNA tracking: TFs bind to the enhancer and track along the DNA in a
unidirectional manner until reaching the promoter. B. DNA looping: TFs dynamically bind to each other, directly connecting the enhancer and the promoter. Both cis
and trans interactions are pictured. C. Loop extrusion: the cohesin complex extrudes DNA, creating a loop configuration. Extrusion halts at CTCF binding sites which

are located close to transcriptional regulatory elements or insulators. (Figure created using Biorender.com.).
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Sitos de unidon al ADN que tras la union de sus factores de transcripcion protegen a los genes de senales

inadecuadas procedentes de su entorno gendmico,

independientes.

creando dominios de expresion funcionalmente

Son regiones de entre 300 y 2000 pbs que contienen sitios de unién agrupados para un factor de transcripcién

concreto (principalmente CTCF en vertebrados).

El locus de la B-globina de pollo

Este locus se encuentra delimitado por dos sitios aisladores
(5'HS4 y 3'HS).

5'HS4, actla como barrera (barrier insulator) ante |la
expansion de la region heterocromatica aguas arriba del
locus permitiendo que los genes de la B-globina sigan
expresandose.

5'HS4 y 3'HS, actuan ambos como bloqueadores

del potenciador (enhancer-blocking insulators) del locus de
la B-globina, impidiendo que genes fuera de este locus se
activen inapropiadamente.

https://doi.org/10.1038/nrg1925
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Figure 3 | The chicken B-globin locus. In chicken (Gallus gallus), the 5" HS4 and 3" HS
insulator elements define the limits of a chromatin domain that encompasses the
developmentally regulated B-globin gene cluster and its locus-control region (LCR),
which is comprised of the H51-3 and ** enhancers. This domain is flanked by a region of
condensed chromatin and a cluster of chicken olfactory receptor genes (CORs) at its

5" and 3’ ends, respectively. The HS4 element possesses both enhancer-blocking and
barrier activity. presumably to prevent the LCR from inappropriately activating genes
outside the domain and at the same time protecting the globin cluster against silencing
that emanates from the flanking condensed-chromatin region. Enhancer blocking is
mediated by CTCF, whereas barrier activity results from the combined effect of USF1 and
USF2 and the as yet uncharacterized Fl-, Flll- and FV-binding proteins. 3" HS binds CTCF

and functions only as an enhancer-blocking insulator.




La epigenética comprende todos los procesos que regulan la expresion de los genes por factores en los que no
influya la composiciéon de la secuencia de ADN.

Controla la expresidon génica de manera tejido y/o condicién especifica en un mismo individuo,
independientemente de la secuencia de ADN.

Principales intermediarios entre las condiciones ambientales y la regulacion génica, lo que permite a los
organismos responder a exposiciones ambientales concretas.
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Regulan procesos genémicos
No alteran la secuencia de ADN
Heredables

Auto-perpetuables

Reversibles
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REVIEW Introduction
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Es la adicidon quimica de un grupo metilo a ciertos nucledtidos del ADN
En mamiferos suele encontrarse en la citosina de los dinucleétidos CpG

La metilacion es un proceso activo mediado por

. . . N
metiltransferasas especificas y requieren de S- | /J%
adenosil metionina como sustrato de donde toma los NT o
grupos metilo. CITOSINA

METILCITOSINA

Recientemente, se han identificado grupos metilo en las adeninas de células madre embrionarias
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* La presencia de la metilacion se relaciona con la ausencia de interaccién de otras moléculas (por ejemplo, TFs)
con el ADN, existen proteinas especificas que reconocen la metilacion (MBD) e inducen la represiéon de la
expresion de genes cercanos mediante modificaciones en las colas de las histonas

* La metilacion en el cuerpo génico contribuye
a la estabilidad del proceso y por lo tanto
favorece la transcripcion del gen

* La presencia de metilacion en el promotor de
los genes recluta MBDs que contribuyen a
inhibir la transcripcion de dicho gen
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* La metilacion es heredable y perpetuable mediante dos

complejos formados por metiltransferasas especificas, uno
qgue define los patrones de novo (DNMT3A, DNMT3B) y otro
de mantenimiento (DNMT1) que reconoce patrones de
metilacion hemi-metilados.



Es un proceso reversible, incluso se han identificado
enzimas especificas responsables de este proceso
(TETs)

3 mecanismos de desmetilacion en mamiferos:

A. Desmetilacion pasiva

La ausencia de mantenimiento por la DNMT1
puede provocar paulatinamente la perdida de la
metilacidon en sucesivas replicaciones

B. Desmetilacion pasiva asistida por TETs

La oxidacidon activa por TETs de las metilcitosinas
las convierte en hidroximetilcitosinas que no son
reconocidas por el mecanismo de mantenimiento

C. Desmetilacion activa asistida por TETs

Las hidroximetilcitosinas pueden ser de nuevo
oxidadas por otras  TETs produciendo
formilcitosina y/o caboxilcitosina. Estas bases son
reconocidos por mecanismos de reparacion
sustituyendo la citosina oxidada por una nueva
citosina no metilada.
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a Mosaic DNA methylation
(fungi, for example, Neurospora crassa)
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Patron mosaico de metilacion: es el patron mayoritario
donde sdlo ciertos elementos gendmicos se metilan.

Patrdn global de metilacion: es el patréon observado en
vertebrados y plantas con genomas grandes. En este patréon
la mayoria del genoma se encuentra metilado y sélo algunas
regiones como los promotores de los genes y TFBSs no
presentan metilacion.

o En plantas de genomas grandes este patron ocurre
debido a que |la mayoria de su genoma se compone de
retrotransposones.

o En vertebrados se ha propuesto que la aparicion de
estos patrones globales esta ligado a la aparicion del
TLRO.



No provoca cambios en la secuencia. Sin embargo, en vertebrados la mayoria del genoma se encuentra metilado
provocando un sesgo en la distribucion de CpGs a lo largo del genoma a nivel evolutivo.
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* Diferentes regimenes evolutivos mantienen los sesgos de distribucion de CpGs en el genoma

A 5mCpG-Genomic background . ., . . B Bird’'s hypodeaminated regime
* La metilacion global de citosinas
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Los humanos tenemos aproximadamente 3.000 millones de nucledtidos de ADN por célula.
Cada nucledtido mide unos 0.34 nanédmetros por lo que cada célula contiene unos 2 metros de ADN.

Se estima que un humano esta formado por unos 50 billones de células, por lo que aproximadamente tendriamos 100

billones de metros de ADN en nuestro interior.

Las histonas son proteinas con carga positiva que forman
los nucleosomas, estructuras que ayudan a compactar y
plegar el ADN (carga negativa por sus grupos fosfato)
dentro del nucleo y forman la cromatina.

Un nucleosoma se compone de 8 histonas incluyendo 2 de
cada tipo H2A, H2B, H3 y H4 que enrollan unas 146pbs
(1.65 vueltas). Por otro lado, la histona H1 o de
union enrolla otras 20pbs y forma junto al nucleosoma
una estructura conocida como cromatosoma.

Estas estructuras se pliegan formando una fibra de 30 nm,
la histona H1 juega un papel importante en el correcto
plegamiento de la fibra de 30 nm.

A su vez los pliegos de la fibra de 30 nm se comprimen vy
pliegan de manera mas compacta para formar las
cromatidas de los cromosomas.
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La transcripcion y la replicacion del ADN requieren la separacion
de ambas hebras de ADN, y por lo tanto la compactacion del
ADN debe ser reversible para permitir el acceso de las
polimerasas.

Cuando el ADN se encuentra compactado (Heterocromatina) es
dificilmente accesible, mientras que si no esta enrollado sera
accesible y se considera que se encuentra activo (Eucromatina).
Existen dos mecanismos que regulan la apertura temporal de la
hebra de ADN y/o el desplazamiento de los nucleosomas:

i. Las modificaciones enzimaticas de las colas de las
histonas, como la adicion de grupos acetilo, metilo o
fosfato que pueden cambiar la polaridad de las histonas y
por lo tanto la configuracidon de la cromatina.

ii. Los nucleosomas pueden ser desplazados mediante los
complejos remodeladores de la cromatina, exponiendo de
esa manera partes del ADN previamente enrollados.

Estas modificaciones son reversibles y pueden volver a su estado
original una vez el proceso de transcripcion o replicacion haya
terminado.

H2A

|
Nterminal SGRGKQGGKARAKSKSRSSR..
1 9 12 15

LAVLLPKKTESHHKAKGK-C terminal
|

N terminal ARTKQTARKSTGGKAPRKQL...
234 891011 14 1718

=1

)
|

119

P
®® @

Me

23 262728 36 41 56 79
..TKAARKSAP.. K...Y..K..K...

|

Me

Me
Me PAG MeAGP P) (Ac) MeAd

(Ac) MeAGP (AcP(AciMe

Me

Me

Me

H2B

=
)

3]

) Ao PAs  (AcMeAcP P

G e
APAPKKGSKKAVTK KK...S.. s
1415 2728

X -2
~-@

N terminal -PDP A K

‘GTKAVTKYTSSK-C terminal
I

@

/ﬂn/ Uy

Me Me
Ple@ @ @& @P® @
| ] | | gl |
N terminal SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRD..K..
t 8 § 8 12 16 18 20 91



El cddigo de histonas es el término que engloba toda la regulacion de la expresion génica por medio de
modificaciones postranscripcionales de las colas de las histonas.

Estas modificaciones interactuan y definen la funcién de otros reguladores génicos como la metilacion del ADN o los
factores de transcripcion.

a Inactive genes (methylation-mediated) r
a Y CpG

Genes inactivos presentan promotores metilados que ;@ @ coc
suelen encontrarse flanqueados por H3K9mel/2 y su hhdd @ oG
cuerpo génico se encuentra parcialmente desmetilado. B H3Kime3
A H3KImel/2
Genes activos presentan promoters desmetilados vy ¥ H3K27me3

flanqueados por histonas con H3K4me3 y H3K27ac,
mientras que sus cuerpos geénicos presentan elevados
niveles de metilacidn con histonas H3K36me3.

’ H3K36me3

Gene bivalentes presentan una configuracion intermedia y
particularmente histonas H3K27me3 en su promotor.

https://doi.org/10.1038/nrg3080



Las modificaciones de las colas definen la funcionalidad
de los factores de transcripcion. Promotores vy
potenciadores presentan H3K27ac, mientras que
H3K4me3 y H3K4me1l son especificos de cada uno.
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El tipo de modificacion y el numero de moléculas de las
mismas tienen propiedades diferentes.
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La secuenciacidn masiva ha revelado que la gran mayoria de los genomas de eucariotas se transcriben (¥75%), sin
embargo, sélo el ~1-2% codifican proteinas. Por lo que |la mayor parte del genoma se transcribe como ARNs no
codificantes (ncRNAs).
Existen numerosas evidencias de las funcionalidades de estos ncRNAs, que suelen expresarse a niveles muy
inferiores a los ARNs codificantes lo que sugiere que deben tener funciones de regulacién tejido/condicion
especificas.
Se pueden clasificar en:
i. ARNSs estructurales
* ARNs ribosdmicos (rRNASs)
 ARNs de transferencia (tRNAs)
* ARNs pequefio nuclear (snRNAs)
* ARNSs pequefio nucleolar (snoRNAs)
ii. ARNs reguladores
*  Micro-ARNs (miRNAs)
 ARNs asociados a piwi (piRNASs)
 ARNSs pequefio de interferencia (siRNAs)
* ARNs largos no-codificantes (IncRNAs)
e Otros que son agrupados segun su funcionalidad: eRNAs, PARs...



Son ARNs fundamentales en el correcto funcionamiento de la célula, ya que intervienen en procesos vitales como
la transcripcion o la traduccion de genes a proteinas.

rRNA: es parte fundamental de los ribosomas, el organulo donde se sintetizan las proteinas. Cada ribosoma esta
formado por un 60% de rRNA (incluyendo diferentes subunidades) y un 40% de proteinas ribosomales. Este RNA
supone aproximadamente el 80% del RNA transcrito en una célula.

tRNA: hacen de unidon entre la molécula mensajera de RNA y la cadena naciente de aminoacidos. La
complementariedad entre los codones del mensajero (tripletes de nucledtidos) y los anti-codones de cada uno de
los tRNAs existentes reclutan los aminoacidos especificos y por lo tanto median el proceso de traduccion.

snRNA: su principal funcién es procesar el RNA pre-mensajero (eliminando los intrones) y forma parte de los
espliceosomas que regulan el proceso de barajamiento de exones (alternative splicing).

snoRNA: dirigen las modificaciones quimicas postranscripcionales de otros ARNs no codificantes, principalmente
del resto de ARNs estructurales.



Son ARNs funcionales que orquestan la regulacion fina de la expresion de otros genes fundamentales para
el correcto funcionamiento de la célula en tejidos y/o condiciones especificas.

miRNA: son moléculas de ARN simple pequeiias (20-24 nts) que regulan la expresion de alrededor del 50% de los
genes a nivel postranscripcional. Cumplen su funcidon por complementariedad impidiendo la traduccién de ARNs
mensajeros que son degradados.

siRNA: al igual que los miRNAs son moléculas cortas de RNA simples que regulan la expresion a nivel
postranscripcional de manera similar a los miRNAs. Se diferencian de los miRNAs en su biogénesis y a nivel
funcional suelen regular ARNs mensajeros especificos, mientras que un miRNA puede regular multiples
transcriptos.

piRNA: son ARNs pequefios (24-31 nts) que se unen a proteinas Piwi de la familia "Argonauta" e inhiben la
expansion de elementos transponibles.

IncRNA: son ARNs no codificantes largos (>200 nts), la mayoria de ARNs no codificantes pertenecen a esta
categoria y algunos actluan como transcritos primarios para la produccion de ARNs cortos no codificantes. Estos
ARNs no codificantes se caracterizan por su localizacion nuclear, bajo nivel de expresion, bajo nivel de
conservacion de secuencia y el 70% de los mismos no contienen cola de poliA. Se suelen subdividir en funcién de
su localizacion y direccidon de transcripcion con respecto a genes codificantes: anti-sentido, intrdnicos,
bidireccionales, intergénicos...



siRNA: un ARN de doble hebra (transcrito o artificial) es procesado
en el citoplasma por Dicer para dar el siRNA que es cargado en el
complejo RISC-AGO2, |la hebra pasajera se trocea mientras que la
hebra guia dirige el complejo RISC al mRNA diana. Los siRNAs
requieren de emparejamiento perfecto para cumplir su funcion de
inhibir el mMRNA mediante rotura.

miRNA: los genes de miRNAs se transcriben en el ndcleo mediante
la RNA polimerasa Il generando el pri-miRNA, que es procesado
por Drosha separando el pre-miRNA de la secuencia transcrita
completa. El pre-miRNA es transportado al citoplasma mediante la
exportina 5 donde Dicer corta el tallo-asa (stem-loop) y el miRNA
se carga en el complejo RISC. La hebra pasajera es descartada y la
hebra guia dirige el complejo hacia su mRNA diana. En este caso
no es necesaria una complementariedad completa de secuencias,
sino que la complementariedad de la semilla (normalmente,
nucleétidos 2-7 de la region 5') del miRNA con el mRNA diana es
suficiente para inhibir la traducciéon mediante inhibicion directa,
degradacion del mRNA diana o rotura como ocurre con los siRNAs.
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piRNA: (A/B) sus transcritos primarios pueden derivar de diferentes
fuentes: transposones en regiones eucromaticas, mRNAs, tRNAs, IncRNAs,
snoRNAs o loci que contienen multiples secuencias de piRNAs
(clusters de piRNAs). Los transcritos primarios se exportan a los cuerpos
Yb en el citoplasma y son procesados por una endoribonucleasa llamada
Zuccini, dando lugar a los intermediarios de piRNAs. (C) Los fragmentos 5'
son cargados en el complejo Piwi donde son recortados en su extremo 3'
hasta longitudes entre 24-31 nts, estos fragmentos se metilan en 3’
mediante Hen1 dando lugar a su forma activa que es enviada de nuevo al
nucleo para cumplir su funcidn (principalmente silenciar elementos
transponibles).(D) La ruta de amplificacién "ping-pong"” es un mecanismo
secundario de produccién de piRNAs en el citoplasma. Suele darse en
lineas germinales, donde los intermediarios se unen a las proteinas AGO3
(principalmente intermediarios con A en posicion 10) o AUB
(principalmente intermediarios con U en 5'). Estos complejos contienen
secuencias complementarias entre ellos, por lo que un complejo
pPiRNA/AGO3 cortara su diana complementaria para generar secuencias
sustrato para complejos piRNA/AUB y viceversa. Estos complejos actian
reclutando proteinas que inhiben la transcripcion de elementos
transponibles mediante cambios en las colas de las histonas o
reclutamiento de metiltransferasas.
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IncRNA: son ARNs largos (>200nts) que no codifican proteinas, ademas su
expresion es considerablemente menor que los genes codificantes pero también
presentan un especificidad mucho mayor, por lo que se consideran especialistas
en la regulacion de estados concretos de la célula.

Existen otras diferencias en su regulacion con respecto a los mRNAs:

a)

b)

Estado de la cromatina similar pero mayor enriquecimiento de H3K27ac y
mayor represion por parte de proteinas remodeladoras.

IncRNAs antisentido en promotores bidireccionales presentan regulacion
diferente: activado por H3K56ac, complejo remodelador SWI/SNF vy
fosforilacion del dominio Tyrl de la RNApol Il

Elongacion mas dependiente del circuito de miRNAs y MYC que los mRNAs.
En promotores bidireccionales enriquecimiento de maquinaria de splicing en
los MRNAs y de poliadenilizacion en los IncRNAs antisentido (asegura su
terminacion eficiente y temprana).

Localizacion diversa: citoplasma, cromatina, nucleosoma o dominios
subnucleares.

Degradacion por multiples vias: 5' decapping y digestion por exonucleasas
5'-3' (como los mRNAs), digestion mediante el complejo exosoma por
exonucleasas 3'-5' o terminacion prematura y via de "non-sense mediated
decay" (NMD).



Muchos IncRNAs son post-procesados para dar lugar a otras
clases de ARNs no codificantes mas pequefios como: miRNAs,
snoRNAs, tRNAs...

Sin embargo, también cumplen importantes funciones como
IncRNAs:

Actuan formando bucles que facilitan la interaccion entre
potenciadores y los genes que regulan (cis)

Regulan mediante el complejo PRE/TRE (elementos de
respuesta Polycomb / Trithorax) modifican el estado de la
cromatina de genes cercanos.

Regulan genes cercanos en respuesta a cambios de la
metilacion mediados por impronta.

Contribuyen a la compensacion de dosis del cromosoma X
(Xist y su regulacion).

Inhiben en cis la expresidon por reclutamiento de Polycomb.
Inhiben en cis la expresion por colision de las RNApol Il en
ambas hebras.

Inhiben la transcripcion por complementariedad en el
promotor.

Pueden autoregularse reclutando los TFs necesarios.
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