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GEN DEL FACTOR VIII DE LA COAGULACION
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ARNs NO CODFICANTES

v' Pueden ser de pequefio, mediano y gran tamafio.
v Usualmente forman complejos proteicos.

v Regulan la expresién génica.

v Confieren estabilidad al genoma.



ARNs NO CODFICANTES
Long ARNs (IncRNAs)

v’ Representan la mayoria de los transcritos en las células de mamiferos.
v’ >200 nt
v Transcritos por la RNAPII.

v La forma mds abundante de transcribirse es usando promotores en el sentido
contrario del gen.

v" Usando enhancers (en regiones codificantes o no codificantes). 2dos mas
abundantes.

v De regiones Intergénicas (lincRNAs).



ARNs NO CODFICANTES
Long ARNSs (IncRNAs)

v’ Estructura: Tienen propension a generar estructuras secundarias,
termodinamicamente estables.

v’ Interaccidn intermolecular:

RNA- Proteina
RNA-DNA
RNA-RNA
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ARNs NO CODFICANTES
Long ARNSs (IncRNAs)
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Long Non Coding ARNs (IncRNAs — lincRNAs)
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MECANISMOS MOLECULARES DE ACCION

Signal: PANDA (P21 associated ncRNA DNA damage activated)
Localizado al Inicio de CDKN1A (Cyclin dependent Kinasa inhibitor A1)
Si ocurre un dafio en el ADN P53 se une al locus CDKN1A y activa a PANDA

el cual interactia con un factor de transcripcion lo que genera una parada en
el ciclo celular y genera apoptosis.

Decoy: GASS5 (grow arrest specific 5)

Los glucocorticoides actian con el receptor de
glucocorticoides (GR) que activado se une a GREs
(Elementos del ADN de respuesta a glucocorticoides).

GAS?5, se une con el complejo formado entre GR + GLC
evitando su unién a GREs.




GASS5 (grow arrest specific 5)
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MECANISMOS MOLECULARES DE ACCION

Guia: COLDAIR (cold assisted intronic noncoding RNA)

En Arabidospis thaliana, el frio genera inactivacién del represor floral.
Debido a la metilacién de H3K27me3.

Ocurre por el aumento en COLDAIR + PRC2

Scaffold: ANRIL (antisense RNA in the INK4 locus)
Interactua con PRC2




IncRNAS
XIST

v" XIST actta en la inactivacion del cromosoma X
v" Es un ARN de 17 kb.
v’ Es el primer evento en la inactivacion del X.

v/ Se expresa en sélo 1 cromosoma X.

v" Determina cual sera el cromosoma X inactivado.
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IncRNAs
XIST

HISTONE METHYLATION - H3K27me



HOTAIR- ACTUA EN TRANS

HOX Genes HOX Genes

HOXC Locus
Chromosome 12

HOTAIR

PRC2 Complex

‘Suziz | EED/ EZH2)

. N~ HOXD Locus
MY 0O 06 D& DS Chromosome 2
Metastasis suppressor genes



HOTAIR- ACTUA COMO GUIA Y SCAFFOLD
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IncRNAs y enfermedades cardiovasculares

Myocardial Infarction/

Heart Fallure

Review

Molecular Therapy
Nucleic Acids

The Function and Therapeutic Potential of Long
Non-coding RNAs in Cardiovascular
Development and Disease

Clarissa P.C. Gomes,' Helen Spencer,” Kerrie L. Ford,” Lauriane Y.M. Michel,* Andrew H. Baker,”
Costanza Emanueli,** Jean-Luc Balligand,* and Yvan Devaux' on behalf of the Cardiolinc network

Up-
regulated
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2 Y

Human Mouse Rat

G Research Unit, of Health, 1526 Luxembo

Centre for Cardi

Science, University of Edinburgh, Edinburgh

EHS 9YL, UK; *Bristol Heart Institute, University of Bristol, Bristol BS$ 1TH, UK: ‘Unité de Pharmacologie et de Thérapeutique, Institut de Recherche Experimentale et
Clinique, Université Catholique de Louvain, 1348 Louvain-la-Neuve, Belgium; National Heart and Lung Institute, Imperial College London, London SW7 242, UK

The popularization of genome-wide analyses and RNA
sequencing led to the discovery that a large part of the human
genome, while effectively transcribed, does not encode pro-
teins. Long non-coding RNAs have emerged as critical regula-
tors of gene expression in both normal and disease states.
Studies of long non-coding RNAs expressed in the heart, in
combination with gene association studies, revealed that these
‘molecules are regulated during cardiovascular development
and disease. Some long non-coding RNAs have been function-
ally impli in cardiac p and

potential therapeutic targets. Here, we review the current

‘microRNAs (miRNAs, the most popular class of small ncRNAs within
the biomedical community). This is due to IncRNAs’ multiple modal-
ities of action and their low conservation among vertebrates.” There-
fore, a large gap remains between the number of IncRNAs identified,
and then listed in databases, and their functional characterization and
implications in pathophysiological situations. A list of databases and

isti As, species,and as-
sociation with function and other genes, is given in Table 1.

their major uch ofl

So far, it has been demonstrated that IncRNAs can regulate gene
expression through functional mechanisms including epigenetic,



miRNA (micro RNA) o RNA de interferencia o siRNA (small interfering RNA)

v" Existen mds de 1000 miRNAs en los
mamiferos.

v" Cada miRNA maduro tiene entre 19 a 24
nucledtidos.

v Son represores de la traduccion.

v" Involucrados en el desarrollo, en el cancer
y otras enfermedades.

/OO0  gDNA

L E E Pre-miRNA @
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miR/miR* +
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REPRESSION

most animal miBNAs most plant miBNAs, and siRNAs



Piwi-interacting RNAs (piRNAs)

v Su principal funcion es inactivar a los elementos transponibles.
v' Dirigen la metilacién del ADN en los elementos transponibles.
v' Tamanfio de ~24-35 nt (mayores que miRNAs o siRNAs).

v’ Transcritos desde transposones activos.

v Se unen a proteinas PIWI (Mili, Miwil, Miwi2 en mamiferos).



Biogénesis de Piwi-interacting RNAs (piRNAs)
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Biogénesis de Piwi-interacting RNAs (piRNAs)
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Piwi-interacting RNAs (piRNAs)

Se forman por la degradacién del ARN de los transposones.

pPiRNAs son importantes en las células germinales y en stem cells.

Ratones sin Milil and Mili2 son estériles presentan fallas en la espermatogénesis, asociado con el no
silenciamiento elementos LINE1.

En humanos, mutaciones en proteinas PIWI esta associado con infertilidad.

Se han encontrado proteinas PIWI expresadas aberrantemente en el cancer, posiblemente relacionado con su rol
en las stem cells.



ORGANIZACION 3D DEL NUCLEO

v Los cromosomas no estan organizados al azar.

v" La ubicacidn de los cromosomas en el nucleo
cambia, segun tipo de célula y el tiempo.

v’ Las translocaciones ocurren entre cromosomas que
estan cercanos.

Fibroblastos



ORGANIZACION 3D DEL NUCLEO

Transcription factory

Muclear lamina

En la periferia del ndcleo se encuentra

L ) . Nucleol
principalmente heterocromatina facultativa. MERe

[l | Nuclear pore
En el interior se encuentra principalmente la

eucromatina.

En el interior, la RNA Pol I, se encuentra
concentrada hasta >1000.

En el interior hay c oncentracion en general
de factores de transcripcion.



REPASO
PRINCIPALES MECANISMOS EPIGENETICOS

v METILACION DEL ADN.

v" MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS.

v VARIANTES DE LAS HISTONAS.

v MECANISMOS DE REMODELACION DE LA CROMATINA ATP DEPENDIENTES
v ncARNs .

v' ORGANIZACION DEL NUCLEO.



METILACION DELADN —

Islas CpG  _~

N——

- Region de entre 300 a 3000 pb con
contenido de GC > 50%.

> 60 % de los genes humanos tienen un
promotor con islas CpG.

CCCBGCTCCEGGCAGGCAAGAGCCECCTCAACAGGCAGGGCCCATCCGCGA
GAGGCCAGCBCCCCCEGCCEGTCCAGCCCAGGCCCACCECCTCCBCCCTG
GGCTGCTCCCTCCAGGCCCTGCACCEBCCCTCCTGCTACTTGGACCECTTC
CTCACBCCCTTCTCCACCCCBCACACCAGCCTCCCACECACAGCATGGEG
ATCTCGGCCAATAAAGGAGAAAGGGCECAGCCCATACGCECACCAGGTGC
GTGGGCEAGACCAGCTCACECCCCTCCTCCAGCCECCAAGGLCCCCBGCCC
ACAGCTGCCTGGCTGCAGTCAGAAGCETAGCCCEAGACAAGGAAGGGCAC
CTTGACTCECACTTTTCTCCEGCTTCEBAACETTCTCCTCAGTCCGTGCATCG
AATGCGAGCECAETCTTAAAATCBATGGCECCTAGGAGTCCATGAAATACG
GTACAGGCTTCCGBGCGACBCATGCCCCECCCCTCACCCACBCTCCECCCT
CCGGGGATGCCCCACCCCTCETGGCEGTCCCECCCATCCCCECACAGGLE
CGCTCEGGCTGCCECTGGCTCTTCACACGCGGCCATAGCCEACTCCEAGC
TGCAGCTGGTTGAGCAGCGECATCCGCAGCTTCCCCEACTTCCCCACCCCA
GGCE@TGGTATTCAGGTGCACGCACAGGCCACCCTCATGGCACCCCEACCT
GCEGGCCTACBGATGGGAGCBCATGGCCCACEACCTCCAGGCAGGCAGEE
CECCAACCCTCETCTTTCACCCCCEGCGCCCTGCCCTCCTTCACCCCCEG
CETCACCAGGCCTGTCCTTGGGTCCAGGGACATCTCBCCCATCCTGAAGG
ACCCCECCTCCTTCCECECCACCATCAGCCTCCTCGCECAACACCTCAAG
GCBACCCACBGGGGCCEBCATCEACTACATCEBCAGGCEBAGTGCCCAGTGGC
CECATCTAGGGCACTTCCACCTCTGCACACACCAAGGGCAGCACATGGGC
TCTGCACATCTGCTTGGGGGAGGGCCTTTGGGGTGCTTCAGGGGGCACCE
GGACBGGCACCATGCTTCGGTCACCCAGGAAGGGTTGTGAGATTGAGCCC
CCEAGGCCACCBCECTGCTGCAGGCATCCTTCCCBCAGGTTCCAGGTCCCC
AGCCCAGGACAGGCGTGACCBAGTTGCCEGGTCAGTTGGTCTCCCTGGAG
TGCCCAAGCTGAATCCACAGGGCCCAGCTGCCTTGCTTCTTGTTCCTTCT
GCEAGCTGGTATTGAGCECCTGCCACBAGCCAGGCCTTCCCTGGTGAAGA
TCACGCGAATGCCCACCCAGGGAAGGGAGGCCTGGAGGCCTCCE@GGAGAGT
CCAAGAGGTGGCCCAGGGAGAACAGAGTGTTCCTGGCCETCTTGCCTCTC
CTAGGGTGTGACAGCCCACTCCCTGGACACTGCCCTGAGGARAGCECCAG
CTCTTGCTGGAGCCACAACACTGCCAGAGCTCCCTTCTCACCTCCTGCAG
GAAGCCCTCCCTGACCTCCTGCCAGGCCEGGGCAGGGTTTCCCTGAGCAT
CCCCCAACCATCACAGCTCAGGCCACCTCGAGAGACTCCCTTTTTAGACA
GAAGCCCTGGTGCAGAGCTGCCTTTGAGAGTAAGCTGAGGCCTGTCAGGT
TTCTACCAGCCCAGTTACAGATGGGCTGCTCAGCTCAGAGAGAGGGGTGG
TGACTCCCCTAGGAACACACAGCTAAGAAGTGGTCCCTTARAAGACAGAC
CCAGGTCTGCACTCTGACCTGGAAGCAGCTCCAGCTAGGTGATGGGTAAC
ATTCCTTAAATGGTGCATGTCACTGGCCTTTCAGCTGGGAGCCAACCAGG
TACCCCTTGCCACCGBGCCAACCCTGGCCCCTCGGCGATTCCCATGCTGCCG
AGTCACTCCTGTCACTTACCCTGACAGGCCTAGACTCCCEAGGCTTCCTC
TTTGGCCCCTCCCTGGCCCAGGAGCTTGGACTGGGCTGCATGCTCATCCG
AAAGCGGGGGAAGCTGCCAGGCCCCACTCTGTGGGCCTCCTATTCCCTGG
AGTACGGGAAGGTAAGAGGGCTGGGGTGGCCAGAGGAAGGGCAGGGCCAG
GCCACCGTGGCCACTCTCCCCCAGTTCTAARAGGCCTTCCCAGGCETGCTC
AAGTGGAGCTGCTGTGGTTACAGTGGCCTTGGGAGCTCAGAGAGGTTGAG
ACATAGGCTGGGCTCACACAGCCAGGTAACAGCAAGGTGGGGTTGGAGTC
AGGCTCTAGGGTGGCAGCTGCCAAGCTGTGCAACAAAGCTGTTTTCTGCE
GGAGGCTGAGGACCACACACCACTTCCCACTCCAGGCTGAGCTGGAGATT
CAGAAAGACGCCCTGGAGCCAGGACAGAGGGTGGTCATCETGGATGATCT
GCTGGCCACTGGTGCTAAGCGTCTCCCCACAGCCAACTGCTGTGGCTCCA
AGGGCCTGGTGGGAGTGGGACAGGACCTCACTGTGTGACATGGGATGCAG
CTTACTGTTGTCCAGAGGGTGCCTGGTGGCCAGGCC@ACACCTTCCTCTC
CCCATGCCTTCCCCTCCCCAACCCAGGGGCTGGCCTGGAGCACCTGCTCT
CTGCAGCCCAGGCCAACTGGGGACCTCACCCTCCCATCCCCAGGAACCAT
GAACGCTGCCTGTGAGCTGCTGGGCCACCTGCAGGCTGAGGTCCTGGAGT
GC@TGAGCCTGGTGGAGCTGACCTCACTTAAGGGCAGGGAGAAGCTGGCA
CCTGTACCCTTCTTCTCTCTCCTGCAGTATGAGTGACCACAGGGCCTCCC
AGCCCAACATCTCCAGCTGGATCCCAGGGAAATATCAGCCTTGGGCAACT
GCAGTGACCAGGGGCACCBGCTGCCCACAGGGAACACATTCCTTTGCTGG
GGTTCAGCECCTCTCCTGGEGCTGGAAGTGCCAAAGCCTGGGGCAAAGCT
GTGTTTCAGCCACACTGAACCCAATTACACACAGCGGGAGRAACGCAGTAA
ACAGCTTTCCCAC

cytosine

NH,

N
NN
H

methylated
cytosine

O



Represion de la transcripcion y metilacion del ADN

/ \ Proteinas MBD (Methyl CpG Binding Domaing)

l—) Expresion del gen

m Gen
|*) Represion del gen

Gen




Desmetilacion del ADN
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METODO: SECUENCIACION CON BISULFITO

cytosine sulfonated cytosine sulfonated uracil
] NH, NH, o)
Tratamiento del ADN T — "
. . . NH 3 “~NH H.0 NH
con bisulfito de sodio | L — Y —— By
NS0 0;87 NS0 T 0,57 NS0
sugar sugar éugar
alkalinel—HEO;;

o]

| NH
o

sugar

uracil

U

o
85— GAGTCACCGTTCGTTAR —
l Bisulfite treat

§'— GAGTI.I'A.UUG'I"I‘%GTTEL _—
l PCR amplify, clone, sequence

5 — GAGTTATTGTTCGTTAA —
#2: me-cylosine



Secuenciacién con bisulfito de la regidon promotora del gen FMR1

24 pacientes
22 a 34 repeticiones CGG

1 2 3 4+ 5 ] 7 & 9 10 11 12 i3 14

_.:._GST@.'TTTGTJ'[_JT T?TTTET.A.GTT??TT@T“T_ TAT -xau:. -@“@G‘b@__GTTT__@ T@G *___®G @G_




Pacientes 5y 22
> 200 CGG

Secuenciacién con bisulfito de la regidon promotora del gen FMR1.

15 16

TGAAG AG AG \.ﬁea@jﬁise@-

17 18 13 20 21 22 23 24 25 Z6 27

10 m 230 0 50 260 m 280 200
'-GGGG AGG G AAT TAOE G DTEATTAC T GACEN GG TTTTAG TG TTTATATIC G ACE GG TCGEGGG TICOE TTTTAG T TAGOEGX TTAGTTICEY T

mNULﬂM e s

k] 3 53
:‘.".(5“__35!3 ey T T??@TGG:\GGG

!r'u,a!'1':,e"'ﬁ/_\_[\«'*"a'Iri':.-'r":“';_"-5"rE'~'iﬁﬁ.f"!.f'=.u“u’.\f\-fAM=f M"’W




MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS

wehi.edu.au

Acetilacion
Metilacion

Fosforilacion

Nucleosome

Ubiquitinacion
Sumoilacion

Glicosilacion




MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS
ACETILACION

CORRELACIONADA CON ELEVADA EXPRESION GENICA

v’ Reduce la carga positiva de la Lisina (K)

2

Disminuye la atraccidn de la histona por el ADN

v" Favorece de unidn de Bromodominios

ki
£ NH3
I

5 CH,

y CH;




MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS
ACETILACION

v' H3K9ac previene la metilacion, la cual estd asociada con inactivacion.

v" H4K16ac se asocial con una débil interaccion entre los nuceleosomas & '“r"_,.g-g

v H3K27ac es una marca epigenética de Enhancer activos.
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ACE2 es regulado por H3K4mel y H3K4me3 y H3K27ac



MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS

METILACION

H H CH; H CH; CHj

LW g N Mool

e e

I

(CH,) (CH,) (CH
L2 KMTs N (V1 sl

Lys < > Lys > Lys

LSDs LSDs

Mono-methyl- Di-methyl-

lysine lysine

SAM (S-adenosilmetionina)

CHs
CHa = (CH3
I
(CH
KMTs s
> Lys
LSDs
(e.q. Tri-methyl-
IMID2) lysine



MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS

METILACION
CH; (CHs
| I
+HN\ /NH
X
NH Symmetric
i di-methyl-
$H3 (%Hz)a arginine
*H,N  NH, *H,N NH
\C/ N Arg

| i g R
NH Type | and Il PRMTs NH §°
I > | Demethylase?
(CH,)5 + (CHy)3
l Demethylase? ' Tpe Ih CH;
/‘?M%

!
Arg Arg HN - NG
Ny #
T
Mono-methyl- NH Asymmetric
arginine i
éH di-methyl-
(I 2)3 arginine



MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS

METILACION

v’ La metilacién de las histonas no altera su carga.
v" Su rol es cumplido por el reclutamiento de otras proteinas y complejos.

v’ Puede estar relacionada con activacion o represion.



MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS

METILACION
v' H3K4me y H3K4me3 esta en genes activos. ‘ ‘
@
v" H3K27me3 esta asociada con inactivacion. & & @ -.R)'%
K
K-II—HSO-Q °
v" H3K9me se encuentra formando parte de la heterocromatina constitutiva. 14




MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS

FOSFORILACION

v’ Puede ocurrir en las Serinas (S), Treoninas (T) o Tirosinas (Y).
v" Quinasas, usan ATP.

v Reducen la carga positiva de las Histonas.

I
0=P—0"
0
0
0=P—0
0
Hclz—c:H3 CH,

O
v Interfase. O_—H _ O
|
O
|
CH,
|
—N—C—C
| | I
H H O

Phosphoserine

N—C—C . —N—C—L(

I ol | |
H H O H H O

Phosphothreonine Phosphotyrosine



MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS
FOSFORILACION

v' H3S10ph en conjunto con H3K14ac o H3K9ac es necesaria para la activacién transcripcional. (Sawicka and
Seiser, 2012).

v' H3S28ph y H3K27ac también activan positivamente la transcripcion.

v' H3S10ph y H3528ph previene en la eucromatina la union de silenciadores H3K9me3 and H3K27me3
conllevando a desmestilacion and acetilacion.

v' H3S10ph and H3K9me2 son marcas epigenéticas de la heterocromatina constitutiva.



MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS
UBIQUITINACION

ATP

. Ubiquitin- Ubiquitin-

activating E1 5 conjugating E2

Ubiquitin

+ ligase E3

Deubiquitinating .
enzyme DUB




MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS

UBIQUITINACION
H2BK120ub1 >
" H2AK119ub1 qQ_ ﬁ
H3K4me3
H3K79me3 l’ W, e

l Transcripcion
Inactiva
Transcripcion




MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS
SUMOILACION

SUMO = Small Ubiquitin — Related Modifier

Péptido de 100 a.a

Esta asociada con represion transcripcional por el reclutamiento de HP1 y complejos
represores como HKDACs.

Puede ocurrir en las 4 histonas.



MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS

Glicosilacion

v" B-N-acetyl-glucosamine residues (O-GIcNAc)

v’ Serina y Treonina de H3 principalmente.

v La Glicosilacion en H2A y H2B facilita su dimerizacién con H3 y H4

v" H3S510gly junto a H3K4me3 se asocia con la transcripcidn activa y con H3K9me3 con represién (Zhang et al., 2011).

v’ La ubiquitination de H2B en la Lisina 120 es potenciada por la glicosilacion de la Serina 112 (Fujiki et al., 2011).



Heterochromatin

Euchromatin

& Histone acetylation
: Histone methylation
® DNA methylation

Nucleosome



VARIANTES DE LAS HISTONAS

Histonas con dominios especializados que alteran la funcion del nucleosoma, variando la estabilidad de la cromatina.

CENP-A (Centromere Protein A)

@ CENP-A () H2A
@ H4 O H2B




VARIANTES DE LAS HISTONAS

v Variante del extremo C —terminal, de H2A

v’ Estd asociada al reclutamiento de proteinas
reparadoras del ADN.

v" Serina 139 es fosforilada cuando ocurren
rupturas en el ADN.

DNA stained blue
H2A.X green, marks DSB
post irradiation

H2A.X

A
. Q All homotypic
'U H2AX-H2ZAX (XX)

. . A1l heterotypic
H2AX-H2A (XA)
Nl N

. . Mixed homo/heterotypic
W'/

C




VARIANTES DE LAS HISTONAS
Macro H2A

v Variante del extremo C —terminal, de H2A
v" Encontrada sélo en vertebrados.
v Contiene un dominio de 200 a.a. (macrodominio).

v" Encontrada en el cromosoma X inactivo.

H2A N-(;M[H Metabolite
Binding pocket
macorar.1 NG B C

macroH2A1.2 N- C
T c

Linker Macro Domain
| ; Il I |
Histone Fold
Region

H2A
\ H2B

macroH2A

macroH2A

Non Histone
Region



MECANISMOS DE REMODELACION DE LA CROMATINA ATP DEPENDIENTES

— SWI-SNF (SWiltch/Sucrose Non Fermentable)
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RESUMEN

v" Modificaciones postraduccionales de las Histonas: Acetilacion, Metilacidn, Fosforilacién, Ubiquitinacion y Sumoilacion.

v’ La acetilacién en general se correlaciona con una elevada expresion génica.

v La metilacién de las histonas no cambia la carga y se relaciona con reclutamiento de otras proteinas.

v’ Tres tipos de variantes de las histonas: CEP-A, macroH2A y H2A.X, cumplen funciones especificas.

v Los mecanismos de remodelacién de la cromatina generan mayor o menor compactacion de la cromatina y son
esenciales para la viabilidad.
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