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1. RESUMEN/ABSTRACT

Resumen:

El envejecimiento juega un papel fundamental en la fertilidad. Por esta razén, es crucial
comprender las alteraciones moleculares del envejecimiento reproductivo y las consecuencias
fenotipicas derivadas de este. Diversas marcas epigenéticas, tales como las modificaciones
histonas, estan implicadas y afectadas de forma significativa durante el envejecimiento. Se han
realizado numerosos estudios para caracterizar las modificaciones en el epigenoma de células
somaticas, pero existe cierto desconocimiento acerca de como el envejecimiento repercute en
los ovocitos. Esto se debe en gran parte a la escasez y gran valor bioldgico de estas células, asi
como de la ausencia hasta la fecha de métodos de andlisis suficientemente sensibles que

permitan la obtencidn de resultados significativos usando un nimero limitado de células.

El primer propdsito de esta memoria es recopilar e interpretar los datos que se conocen hasta
ahora sobre las alteraciones que se producen durante el envejecimiento en la acetilacién y
metilacion de histonas en ovocitos de mamiferos, dos de las modificaciones postraduccionales
mejor caracterizadas en su vinculacién con el envejecimiento. Posteriormente, este trabajo se
centra en el estudio de la trimetilacion de la lisina 4 en la histona 3 (H3K4me3) en el
envejecimiento del ovocito, una marca epigenética que ademas de su gran interés en relacion
con la regulacion de la expresidn génica presenta caracteristicas funcionales y patrones de
distribucidon gendmica especificos del ovocito . Asi, en segundo lugar, se propone la adaptacion
de una novedosa técnica de analisis de la distribucion gendmica de modificaciones de histonas
para poder generar perfiles de histonas de alta resolucién usando una cantidad muy reducida
de células somaticas, con el objetivo de su posterior aplicacidn en el estudio de H3K4me3 en el
envejecimiento de ovocitos. Finalmente, en este trabajo se lleva a cabo la deteccién y
cuantificacion de los niveles de H3K4me3 en ovocitos de raton jovenes y viejos mediante
ensayos de inmunofluorescencia para analizar la tendencia de esta marca en el envejecimiento,
considerando factores como el estado de condensaciéon de la cromatina del ovocito. En
resumen, este trabajo profundizara en el conocimiento de las modificaciones de histona en
ovocitos y sus patrones de distribucion, con el objetivo de comprender mejor su
comportamiento durante el envejecimiento. Ademas de ampliar la informacién ya conocida
sobre H3K4me3, se orienta a proporcionar nuevas perspectivas y aproximaciones metodolégicas

para investigaciones futuras en este ambito de estudio.



Abstract:

Aging plays a crucial role in fertility. For this reason, it is crucial to understand the molecular
alterations of reproductive aging and the phenotypic consequences derived from it. Various
epigenetic marks, such as histone modifications, are implicated and significantly affected during
aging. Numerous studies have been conducted to characterize epigenome modifications in
somatic cells, but there is still some uncertainty about how aging impacts oocytes. This is largely
due to the availability and high biological value of these cells, as well as the lack, to date, of
sufficiently sensitive analysis methods that allow obtaining meaningful results using a limited

number of cells.

The primary purpose of this dissertation is to compile and interpret the data known so far about
alterations that occur during aging in the acetylation and methylation of histones in mammalian
oocytes, two of the best-characterized post-translational modifications in their association with
aging. Subsequently, this work focuses on the study of trimethylation of lysine 4 on histone 3
(H3K4me3) in oocyte aging, an epigenetic mark that, in addition to its significant interest in gene
expression regulation, presents functional characteristics and genomic distribution patterns
specific to the oocyte. Secondly, the adaptation of a novel technique for analyzing the genomic
distribution of histone modifications is proposed to generate high-resolution histone profiles
using a minimal number of somatic cells, with the aim of its subsequent application in studying
H3K4me3 changes in oocyte aging. Finally, this study detects and quantifies the levels of
H3K4me3 in young and old mouse oocytes through immunofluorescence assays to analyze the
trend of this mark during aging, considering factors such as the condensation state of the oocyte
chromati. In summary, this research aims to deepen our comprehension of histone modifications
in oocytes, elucidating their distribution patterns and behavior during the aging process. In
addition to expanding current knowledge of H3K4me3, the study aspires to introduce novel

perspectives and methodological approaches for future research in this field.



2. INTRODUCCION

2.1 Epigenética

Se entiende por epigenética a todas aquellas modificaciones bioquimicas hereditarias y
estructurales de la cromatina en las que la secuencia de ADN no se ve alterada, pero si influyen
en la regulacion de procesos tales como la transcripcion génica, la organizacion de la cromatina
o la reparacion del ADN, entre otros (Hamilton y Nestler, 2019). La investigacién epigénetica se
trata de un campo de estudio que aborda todos aquellos fendmenos que los investigadores son
incapaces de explicar mediante la genética simple y la desconexién entre un gen y sus
propiedades fenotipicas (Deans y Maggert, 2015). Entre todas las modificaciones epigenéticas
registradas, destacan tres: la metilacion del ADN, el ARN no codificante y las modificaciones de

histonas. (Li, 2021).
2.1.1 Modificaciones epigenéticas en histonas y metilacion de histonas

La unidad estructural fundamental de la cromatina en las células eucariotas es el nucleosoma,
compuesto por 147 pares de bases de ADN y un octdmero de proteinas histonas, con dos
ejemplares de cada una de ellas H2A, H2B, H3 y H4 (Lin et al., 2020). La histona es una pequea
proteina bdsica que contiene dominios globulares y extremos N-terminales flexibles que
sobresalen del nucleo del nucleosoma siendo susceptibles a modificaciones postraduccionales
tales como la acetilacion (-ac), metilacién (-me), fosforilacion, ribosilacion de ADP,
ubiquitinacién y sumoilacién (Xiang et al., 2022). Esta memoria se enfoca especialmente en la

metilacion de histonas, una de las modificaciones abordadas en este trabajo.

La metilacidon de histonas ocurre principalmente en residuos de lisina, que puede presentar
monometilacidn, dimetilacién o trimetilacion (mel, me2 o me3, respectivamente), y en residuos
de arginina, que puede presentar monometilacidn. La funcién principal de esta modificacion
radica en su capacidad para reclutar factores que activen o inhiban la transcripcién del genoma
(Michalak et al., 2019). Esta funcién va a depender de varios factores como la ubicacién y tipo
de metilacion, los patrones de metilacidn, la interaccién con otras modificaciones de histonas,
contexto gendémico o la actuacién de las proteinas lectoras (He et al., 2021). La metilacién se
debe a una reaccién de alquilacién donde un grupo metilo reemplaza a un dtomo de hidrégeno.
Las enzimas histona metiltransferasa (HMT), catalizan este fendmeno utilizando el sustrato S-
adenosilmetionina (SAM) como donante del grupo metilo, convirtiéndose en S-
adenosilhomocisteina (SAH) (Figura 1; A). Las enzimas histona desmetilasa (HDM) tienen el

efecto contrario, transfiriendo la metilacidon del residuo de histona a una molécula receptora



(Figura 1; B). Cuando la metilacién sucede en residuos de lisina las HMT se conocen como
histonas lisina metiltransferasa (KMT), y las HDM se conocen como histonas lisina desmetilasa
(Wang, Yuan y Xie, 2018). Hasta hace poco, se solia pensar que los grupos metilo eran
modificaciones bastante estables, pero la identificacién de estas enzimas especificas ha revelado
que la metilacidn se trata de un proceso dindmico que puede responder a cambios externos

(Michalak et al., 2019).

Metilacion Desmetilacion

Me

SAM

Figura 1. Esquema de las reacciones de metilacion y desmetilacion de histonas. Reaccidn
de adicidn enzimatica de un grupo metilo (A), y eliminacién de éste (B) en residuos de

histonas. Creado con BioRender.

2.1.2 Patrones y distribucion de H3K4me3 en células somaticas

El foco principal de esta memoria recae sobre el estudio de la trimetilacién de la lisina 4 en la
histona 3 (H3K4me3). En células somaticas, la presencia de H3K4me3 generalmente se asocia a
regiones activas del genoma, donde la transcripcion de genes es mas probable (Wang, Yuan y
Xie, 2018). Especificamente, esta marca se localiza de forma restringida formando picos
estrechos en regiones promotoras de genes transcripcionalmente activos. La localizacion de
estos picos de H3K4me3 en el genoma se relaciona ademas con ciertas caracteristicas de la
secuencia de ADN: regiones cortas, enriquecidas en dinucleétidos CG, y con ausencia de
metilacion del ADN , como las denominadas islas CpG (CpG islands, CGl). Ademas, existe una
interrelacién de la presencia de H3K4me3 con la distribucién de otras modificaciones
postraduccionales de histona tales como H3K27me3, con la que existe una marcada exclusion

mutua; o H3K27ac con la que comparte una distribucién similar. Asi, los diferentes patrones de



distribucion de H3K4me3 y su enriquecimiento en determinados loci gendmicos, tienen la
capacidad de influir en la regulacién de la expresion génica, la conformacién de la cromatinay
la distribucion de otras marcas epigenéticas de gran importancia funcional (Hughes, Kelley y

Klose, 2020).

Existen en total seis HMT que actuan sobre la histona 3 en mamiferos, las cuales se dividen en
tres grupos segun su similitud de secuencia y formacion de complejos: el dominio SET contiene
1A/B (SETD1A/B), lisina metiltransferasa (KMT) que contiene 2A/B (KMT2A/B) y el dltimo grupo
KMT que contiene 3/4 (KMT3/4). Siendo SETD1 la responsable de la mayor parte de las
modificaciones de H3K4me3. (Sha, Zhang y Fan, 2020).

2.2 Epigenoma del ovocito

Los organismos multicelulares contienen cientos de tipos de células somaticas diferentes, pero
solo las células germinales son capaces de dar lugar a la préxima generacidn, transmitiéndole su
material genético y epigenético (Larson, 2023). Esta es una de las razones que convierte a al
ovocito una célula Unica, siendo capaz de madurar completamente durante la ovogénesis hasta
convertirse en un ovulo funcional listo para ser fertilizado (Gosden y Lee, 2010). Durante este
proceso, las modificaciones postraduccionales en las histonas son depositadas de novo y de
forma especifica en el genoma del ovocito en crecimiento, de forma concomitante con la
expresion de los genes relacionados con la ovogénesis. Estas marcas son cruciales para
garantizar el correcto funcionamiento del ovocito, ya que la alteracién de los niveles de marcas
como H3K27me3 o H4K16ac, entre otras, se ha asociado con errores en la segregacion meidtica
y aumento de las aneuploidias en el ovocito (Ragazzini et al., 2019) (Wang et al., 2017). Ademas,
los patrones de modificaciéon de histona del ovocito aportan instrucciones que preparan al

genoma para su activacién posterior en el embridn (Yu et al., 2017).

El estudio de las marcas epigenéticas que interfieren en la meiosis es crucial para comprender
la biologia reproductiva femenina. La meiosis comienza en el ovocito durante el periodo de
desarrollo fetal. El ovocito entra en profase |, etapa en la que se desarrollan las fases de
leptoteno, cigoteno, paquiteno y diploteno, fase en la que se detiene y permanece hasta el inicio
de cada ciclo estral. Durante esta pausa, el ovocito contiene un nucleo grande cubierto por una
envoltura nuclear, conocida como vesicula germinal (del inglés germinal vesicle, GV). Tras la
pubertad, el ovocito reanuda su crecimiento en respuesta a las hormonas luteinizantes (LH)
durante cada ciclo estral. Debido a la LH se dan cambios como la condensacidn de la cromatina

y la descomposicidn de las vesiculas germinales (del inglés germinal vesicle breakdown, GVBD).



Después de la GVBD, los ovocitos entran en la etapa de metafase |, anafase | y telofase | en la
que se produce la extrusién del primer cuerpo polar, finalizando asi la primera meiosis. Poco
después comienza la segunda meiosis y el ovocito (dvulo maduro) se detiene en la metafase Il
(M) hasta la fecundacién (Figura 2). (He et al., 2021). La arquitectura cromosémica del ovocito
también difiere significativamente de la de otros tipos celulares. Durante las etapas finales del
crecimiento del ovocito GV, la cromatina experimenta notables cambios conformacionales y
funcionales. Estos cambios incluyen la transicion desde un estado en el que la cromatina no
rodea al nucleolo (non-surrounded nucleoli, NSN) a un estado en el que la cromatina forma un
anillo mas compacto alrededor del nucleolo (surrounded nucleoli, SN), y el silenciamiento

transcripcional (Figura 2). (Hanna, Demond y Kelsey, 2018).

—— Crecimiento Maduracion meiotica—
Compactacion de
la cromatina j GVBD

Mil

Figura 2. Fases de la ovogénesis: crecimiento y maduracion meidtica. GV: vesicula
germinal, GVBD: descomposiciéon de las vesiculas germinales, Ml: metafase |, Mll:
metafase 2, SN: cromatina rodeando al nucleolo, NSN: cromatina no rodeando al

nucleolo.( Modificado de Christou-Kent et al., 2020).

2.2.1 Patrones y distribuciéon de H3K4me3 en el ovocito

En la cromatina de los ovocitos se ha encontrado un patréon de distribucion de H3K4me3 que
difiere con el hallado en células somaticas. Esta forma no candnica de la marca de histona
H3K4me3 (ncH3K4me3) se presenta como picos amplios que engloban regiones intergénicas,
regiones distales génicas, e incluso promotores de genes transcripcionalmente inactivos (Figura
3; Ay B). Ademas, se relaciona también con patrones no candnicos de otras marcas epigenéticas
como la metilacion del ADN, en la que H3K4me3 se asocia con regiones parcialmente metiladas.
Difiere asi con los picos agudos propios de H3K4me3 restringidos a regiones promotoras ricas
en CpG que se observan en células somaticas (Figura 3; B) (Wu etal., 2022). La forma de
presentacién ncH3K4me3 se ha relacionado con el silenciamiento de genes en ovocitos.
Ademas, de que la presencia generalizada de ncH3K4me3 coincide con el silenciamiento del

genoma desde la maduracién del ovocito hasta la fase inicial de dos células (Figura 3; C), la



inyeccion de la enzima desmetilasa de H3K4me3 KDM5B en ovocitos provoca un aumento de la
transcripcién en ovocitos GV (Zhang et al., 2016). Estos hallazgos permiten proponer que la
forma no candnica pueda contribuir a la represidn génica, contrarrestando con la forma
canodnica que se asocia a la activacion de genes. La presencia de diferencias en los patrones de
sefalizacion de H3K4me3 implica que la extrapolacién de datos entre células somaticas y

ovocitos no sea posible.
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Figura 3. La distribucion de H3K4me3 difiere en células somaticas y el ovocito. A.

Visualizacién de datos de ChlIP-seq de H3K4me3 de muestras de tejido somatico (cortex)
y ovocito (2 réplicas, rep.). La distribucion gendmica de H3K4me3 en cértex se presenta
como picos muy definidos que coinciden con los promotores génicos, mientras que
H3K4me3 presenta dominios extensos tanto en regiones génicas como intergénicas. Los
genes se muestran con barras de color azul sobre los patrones de ChlIP-seq. (Figura
modificada de Zhang et al., (2016)). B. Esquema de la distribucion de H3K4me3 en células
somaticas y ovocitos. En células somaticas H3K4me3 presenta un patrén candnico (verde)
asociado a promotores con ADN no metilado de genes transcripcionalmente activos. En
ovocitos se observan patrones candnicos (verde), y
patrones ncH3K4me3, representados como un pico extenso (naranja) que engloba una
region distal de un gen, regiones intergénicas enriquecidas en ADN parcialmente
metilado, y genes no expresados. C. Representacidon simplificada de la presencia de
patrones canonicos (verde) y no candnicos (naranja) de H3K4me3 a lo largo de la
ovogénesis, desarrollo embrionario y animal adulto. (Figura modificada de Zhang et al.,

(2016)).



2.3 Epigenética en el envejecimiento

El envejecimiento se puede definir como la declinacién crénica y gradual de las capacidades
funcionales a nivel celular y tisular. Una vez el organismo alcanza su maxima fertilidad y vigor,
inicia su proceso de envejecimiento (Wang, Yuan y Xie, 2018). Las alteraciones epigenéticas
pueden considerarse marcadores distintivos del envejecimiento, ya que actian como una
interfaz para recibir y memorizar sefiales del entorno, condicionando la expresidon génica
heredable y programada (Wu et al., 2022). El estudio de estas alteraciones da lugar al desarrollo
de la rama de investigacidon conocida como “epigenética del envejecimiento”. (Wang, Yuan y Xie,

2018).

En las células somadticas, se han observado evidencias de la presencia de cambios globales en los
niveles de metilacién de histonas durante el proceso de envejecimiento. Una de las
explicaciones que respaldan esta relacidn es la identificacion de enzimas HMT y HDM que
influyen en la esperanza de vida de los organismos (McCauley y Dang, 2014). Ejemplos de la
influencia de estas enzimas son, cdmo la deficiencia de ASH-2, WDR-5 y SET-2, enzimas HMT que
metilan H3K4, prolongan la vida util de Caenorhabditis elegans, mientras que por el contrario,
la H3K4 desmetilasa RBR-2 es necesaria para tener la vida Util esperada en esta especie (Greer
et al., 2010). En segundo lugar, a pesar de la presencia de datos contradictorios entre diferentes
sistemas que requiere resolucién, se observa una tendencia global de aumento de marcas
"activadoras" de histonas (H3K4me2/3, H3K36me3) y una disminucidon de marcas "represivas"
(H3K27me3, H3K9me2/3). Esto indica una mayor actividad transcripcional en un genoma
eucromatico (cromatina menos compacta y mas accesible), lo cual concuerda con observaciones
previas de una conformacion abierta de la cromatina en células de organismos envejecidos
(McCauley y Dang, 2014). En tercer lugar, las marcas de histona no sélo se modifican a nivel
global en el envejecimiento. Estudios en lineas celulares somaticas en las especies ratén y
humanas muestran también una re-distribucién de las marcas de metilacién de histonas con
aparicion de patrones aberrantes a lo largo del genoma, tales como la aparicion de dominios
bivalentes marcados por modificaciones de histonas activadoras y represivas (H3K4me3 vy

H3K27me3) (Jirtle y Skinner, 2007). (Michalak et al., 2019) .

A pesar de contar con estudios que demuestran la relacién existente entre la metilacion de
histonas y el envejecimiento, y de observar alteraciones en la distribuciéon de ciertas histonas
metiladas en el genoma, los mecanismos subyacentes que llevan a estos cambios y su impacto
especifico en el envejecimiento alin son un enigma (McCauley y Dang, 2014). Es importante

tratar de responder a la pregunta de si la distribucion de estas alteraciones dadas en



envejecimiento y si la metilacion o desmetilacion de histonas estd vinculada a regiones
transcripcionalmente activas o reprimidas, porque su respuesta puede ayudar a proveer la
activacion o desactivacién de numerosos genes que, en conjunto, contribuyen al envejecimiento
o a enfermedades asociadas al envejecimiento, como el cancer. Ademas, el papel de la
metilacion de ciertos residuos de histonas en la reparacion del ADN y el mantenimiento de
dominios de heterocromatina, como los telémeros y los centrdmeros, sugiere que un conjunto
adecuado de marcas de metilacién de histonas podria contribuir a prevenir la inestabilidad

gendmica (Clouaire et al., 2012).

3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La epigenética desempefia un papel crucial en la regulacidn y adaptacién de los organismos al
entorno, influyendo en el desarrollo, la salud y la herencia de generacién en generacion. Su
importancia transciende a muchos campos de estudio, entre ellos la reproduccién femenina.
Comprender la epigenética en ovocitos es fundamental para abordar cuestiones relacionadas
con la fertilidad, el desarrollo embrionario y la salud de la descendencia. Una de las
modificaciones epigenéticas que se ha estudiado en ovocitos y se ha relacionado con
alteraciones asociadas con el envejecimiento ha sido H3K4me3. Esta marca de metilacién de
histona presenta patrones de distribucion diferentes en células somaticas y ovocitos, lo que
constituye un desafio para su estudio, ya que impide la extrapolacion directa de los resultados
obtenidos en células somaticas a ovocitos. La solucion podria ser aplicar técnicas similares a las
utilizadas en células somaticas a los ovocitos para obtener la misma informacién. Sin embargo,
los experimentos con ovocitos presentan dificultades en su obtenciéon y manejo, lo que complica
el estudio de H3K4me3 en estas células. Por estas razones se han planteado los siguientes

objetivos:

1) Realizar una revisién de las técnicas utilizadas en ovocitos para el estudio de alteraciones
epigenéticas, analizando sus aplicaciones y limitaciones, y recopilar la informacién
existente sobre la tendencia de H3K4me3 en el envejecimiento de ovocitos GV de
mamiferos.

2) Adaptar un método experimental para analizar H3K4me3 en ndmero limitado de células
para aplicarlo en el futuro a estudios de envejecimiento en ovocitos usando el anticuerpo
testado previamente.

3) Cuantificar H3K4me3 en ovocitos de ratones jévenes respecto a viejas mediante ensayos

de inmunofluorescencia indirecta para analizar su tendencia en el envejecimiento.



A largo plazo, este trabajo tiene como objetivo establecer la base para una futura investigacién
mas amplia sobre la tendencia de H3K4me3 en el envejecimiento en ovocitos murinos y

humanos y los genes vinculados a esta modificacion.
4. MATERIALY METODOS
Busqueda bibliografica

Se realizé una busqueda bibliografica sistematica utilizando las bases de datos de PubMed, Web
of Science, ScienceDirect y Scholar Google, ademas de revistas online como Nature Reviews. Las
palabras clave que han facilitado la busqueda de informacion fueron “Aging” “Epigenetic”
“Mammalian oocyte” “histone modifications” y “H3K4me3”. Se limité la busqueda de las
modificaciones epigenéticas en metilacion y acetilacion de histonas en ovocitos GV. No se puso

limitaciones en la fecha de publicacion para abarcar todos los articulos publicados hasta la fecha.

Cultivo celular

Tras la descongelacién de fibroblastos embrionarios de ratén (MEF), se centrifugaron vy
resuspendieron en medio MEF (DMEM alto en glucosa, 10% suero fetal bovino, 1 mM piruvato
de sodio, 50 unidades/mL penicilina y 50 pg/mL estreptomicina) y se sembraron en placas de
cultivo celular de 150 mm. Al alcanzar confluencia, tras 1-2 dias de incubacién a 37 °C con 5% de
CO,, se realizd la resiembra en nuevas placas. Este procedimiento implicé lavado con PBS,

tratamiento con tripsina al 0.25%, resuspensién en medio MEF, y siembra en nuevas placas.

“Corte y liberacidon bajo objetivos utilizando mediante el uso de una nucleasa” (Cleavage

Under Targets and Release Using Nuclease, Cut&Run)

Preparacion de las células

El protocolo de Cut&Run fue modificado de Skene y Henikoff, (2017) . Se resuspendieron 20 uL
de perlas magnéticas de concanavalina A por muestra en tampdn de unién (TU; HEPES-KOH pH
7.6 20 mM, KCI 10mM, CaCl, 1 mM, MnCl, 1 mM). Las perlas se lavaron dos veces en TU y se
resuspendieron en 150 pL de TU por muestra. Las células MEFs se contaron mediante el uso de
la cdmara de Neubauer y posteriormente diluyeron en PBS a la concentracion de interés para
cada muestra. Se centrifugaron las células para eliminar el PBS y se resuspendieron en 300 plL
de un tampdn de extraccién nuclear (HEPES-KOH pH 7.6 20 mM, KCl 10mM, espermidina 0.5
mM, Tritdn al 0.1%, glicerol al 20% , inhibidores de proteasa 1X) e incubaron 5 minutos en hielo.

A continuacion, se agregaron las perlas resuspendidas en TU a la solucidn celular, y se incubaron
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10 minutos en rotacion a temperatura ambiente para permitir la unién del nucleo de las células
a las perlas. En el resto de pasos, se utilizé un iman para recuperar los nucleos celulares unidos

a las perlas magnéticas y permitir los lavados y cambios de solucion.

Unidn del anticuerpo primario

Los conjuntos de nucleos-perlas se bloquearon con 1mL de tampdn de bloqueo (HEPES 20mM,
NaCl 150 mM, espermidina 0.5 mM, BSA al 0,1%, 2 mM EDTA e inhibidores de proteasa 1X), se
homogeneizaron mediante rotacion, y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente, tras lo
cual se desechd el sobrenadante. Posteriormente, se incubaron los nucleos-perlas de las
muestras de estudio con una solucién de anticuerpo primario RaH3K4me3 (Upstate®, Merck,
referencia 07-473) a dilucién 1:100 en tampdn de lavado (TL) (HEPES 20 mM, NaCl 150 mM,
espermidina 0.5 mM, BSA al 0,1%, inhibidores de proteasa 1X). La muestra de control negativo
se incubd con inmunoglobulina G (IgG) (Mouse anti-IgG, referencia A-4416 Sigma) a igual
dilucién. Las muestras se incubaron durante 2 horas y 30 minutos a 4 °C en rotacion. Se descarté

el sobrenadante y las muestras se resuspendieron en 200 uL de TL.

Unidn vy escisidén usando el complejo proteina A-nucleasa microcdcica (pA-MNasa )

Las muestras se incubaron después durante 1 hora, en rotacion a 4 °C, con pA-MNasa a una
concentracion final de 1:400 en TL . Tras dos lavados en TL, las muestras se equilibraron a 0 °C
durante 5 minutos. Para iniciar la escision del ADN, se agregd 3 puL de CaCl2 100 mM a las
muestras y se incubaron en frio 30 minutos. Pasado ese tiempo, se afiadié 300 pL de un tampodn
encargado de detener la digestion (NaCl 100 mM, EDTA 10 mM, EGTA 2 mM, 25 pg/ml de
ARNasaA, 20 pg/mL de glicogeno, 0.05% NP40). Tras una incubacién a 37 °Cy una centrifugacion
en frio (16000rpm, 5 minutos), los sobrenadantes que contenian los fragmentos de ADN de

interes, ya libres de las perlas, se transfirieron a microtubos limpios.

Extraccién del ADN

Tras la adicién de 5 pL de proteinasa K (10 mg/mL) y 3 uL de SDS al 10% para favorecer la
desnaturalizacion de las proteinas, las muestras se mezclaron por inversion y se incubaron a 70
°C durante 30 minutos. Posteriormente, se purific6 el ADN mediante extraccién con
fenol/cloroformo, seguida de extraccion con cloroformo, y se precipité en frio con 0,5 ulL de

glicogeno (20 mg/mL) y etanol al 100%. Tras la centrifugacién a 16.000 rpm a 4 °C y lavado del
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pellet con etanol al 85%, el ADN se resuspendié en 40 plL de Tris-EDTA (Tris-HCL 1mM pH8 y
EDTA 0,1 mM).

Librerias

Se realizaron librerias de todas las muestras Cut&Run segun las instrucciones del fabricante
(Accel-NGS 2S PLUS DNA, Swift biosciences). Mediante cuatro incubaciones, este protocolo
repara los extremos 5' y 3' de los fragmentos de ADNbc y une sucesivamente secuencias de
adaptadores de lllumina a estos. Se utilizd el kit 2S SetA (Swift biosciences) para la indexacion

Unica.

Electroforesis capilar

La medida del tamafo de los fragmentos de ADN eluidos de los ensayos Cut&Run, asi como una
estimacion de la concentracidn de estos, se llevo a cabo mediante electroforesis capilar de las
muestras en un equipo TapeStation (Agilent) usando el kit High Sensitivity D1000 y siguiendo las
instrucciones indicadas por el fabricante. Para el ensayo se preparé una escalera de tamaiio de
ADN proporcionada con el kit, asi como 2 pyL de cada muestra Cut&Run. Los perfiles de
distribucion de tamafio de fragmentos de ADN se evaluaron posteriormente en el software de

analisis de TapeStation.

Recuperacion de ovocitos en estadio GV

Los ratones usados en los ensayos de inmunofluorescencia proceden de la linea C57BL/6. Los
procedimientos se llevaron a cabo bajo las Licencias de Proyecto P111/12 y PI125/09 aprobadas
por el Comité Etico de Experimentacién Animal de la Universidad de Zaragoza. Los animales
fueron cuidados y usados de acuerdo con la Politica Espafiola de Proteccion Animal RD1201/05,
gue cumple con la Directiva de la Unién Europea 86/609 en la protecciéon de animales usados

para experimentacidn y otros fines cientificos.

Los ovocitos GV se aislaron de ratones hembra jovenes (3,3 semanas) y de ratones hembra viejas
(22,1 semanas). El medio usado para el aislamiento y lavado de los ovocitos fue de M2-0,4% BSA
con milrinona a la concentracién de 1 uM, la cual se usé para inhibir el desarrollo de la meiosis
de los ovocitos una vez aislados del ovario. Mediante el uso del binocular, se aislé de forma
mecanica la mayor cantidad de ovocitos posibles realizando repetidos cortes en los ovarios con
hojas de bisturi. Después se seleccionaron aquellos ovocitos que presentaban las caracteristicas

de ovocitos GV completamente desarrollados: vesicula germinal centrada, ooplasma
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translicido, gran didametro y zona pellcida gruesa. A continuacién, se realizaron varias
aspiraciones y eyecciones de los ovocitos en sucesivas gotas de lavado con medio M2-0,4% BSA-

milrinona para eliminar todas las células foliculares circundantes.

Fijaciéon e inmunofluorescencia de ovocitos

Todos los pasos de lavado se realizaron en portaobjetos excavados y con un volumen de medio
de 150 pL. La solucidon de lavado fue 1% PBS/BSA con 0,1% Triton excepto cuando se indique
especificamente. Los ovocitos previamente aislados se transfirieron a un medio libre de calcioy
proteinas (phosphate buffered saline, PBS) donde se dejaron reposar 5 minutos.
Posteriormente, los ovocitos fueron fijados durante 20 minutos a temperatura ambiente con
una solucién de paraformaldehido al 2.5% en PBS (pH 7,4), y se almacenaron en una camara
himeda a 4 °C en solucién de lavado. Al dia siguiente, los ovocitos fueron permeabilizados
durante 30 minutos en una solucion de 1% PBS/BSA con 0,5% Tritdn, seguido por tres lavados
de 5 minutos cada uno con solucién de lavado, todo llevado a cabo a temperatura ambiente.
Posteriormente, los ovocitos se incubaron a 4 °C durante toda la noche con el anticuerpo
primario RabbitaH3K4me3 (RaH3K4me3, dilucion 1:200, Upstate®, Merck, referencia 07-473),
excepto en la muestra control negativo, en la que no se afiadié anticuerpo primario. A la mafiana
siguiente, se realizaron tres lavados de 15 minutos a temperatura ambiente en solucién de
lavado para eliminar el anticuerpo primario sobrante, y se incubaron las muestras con el
anticuerpo secundario GoatoRabbitA488 (GaR488, dilucidon 4 pg/mL, referencia A 11008
Invitrogen) en solucién de lavado durante 1 hora a temperatura ambiente y en oscuridad. Se
realizd un lavado de 5 minutos a temperatura ambiente en solucién de lavado, y seguidamente
se incubaron durante 15 minutos en una dilucién con DAPI (1:50) en PBS a temperatura
ambiente y en oscuridad para la tincién del ADN. Nuevamente, se realizé un lavado de 15
minutos a temperatura ambiente en solucién de lavado. Para finalizar, se realizaron varios pases
seriados de las muestras de ovocitos en concentraciones crecientes de glicerol diluido en PBS/
2% BSA (glicerol al 2,5% (5'), 5% (5'), 10% (10'), 20% (15'), y 50% (15')), para permitir una
inclusion adecuada de los ovocitos en medio de montaje sin ningln colapso ni cambio
morfoldgico de los mismos. Los ovocitos se montaron en portaobjetos con soluciéon de montaje
DTG (2,5% DABCO, 50mM Tris pH 8.6 y 90% glicerol). Las muestras se conservaron a 4 °C en una

caja opaca para preservar la fluorescencia, para su posterior analisis en el microscopio confocal.

13



Imagen confocal y andlisis de imagen

Las imagenes de los ovocitos fueron adquiridas con un microscopio confocal Zeiss - LSM 880. Las
imagenes fueron tomadas con una resolucidn de 1024 por 1024 pixeles, utilizando un objetivo
de 63x, y usando los mismos parametros de potencia de laser para todas las muestras. Se analizé
todo el nucleo de cada ovocito a lo largo del eje Z, usando una distancia entre secciones
optimizada por el software del confocal. La cuantificacién se realizé posteriormente utilizando
el software de analisis de imagen Image J2 Fiji (version: 2.14.0/1.54f). Para la cuantificacion se
llevd a cabo primero una reconstruccién de los nicleos en 3D, y una segmentacion basandose
en la intensidad de los pixeles del canal que correspondia a la tincién con DAPI. En segundo
lugar, se realizo la extraccion de los valores de intensidad de sefial de los pixeles de los canales
que correspondian tanto a DAPI como a H3K4me3. En ningun caso se aplicaron modificaciones

o limites de intensidad en ninguno de los canales o imagenes analizadas.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico de la intensidad media de la fluorescencia fue llevado a cabo mediante el
empleo del software SPSS (IBM SPSS Statistics, Versidn 26.0). La significancia estadistica se

establecié en un valor de p < 0.05 para todos los anélisis.

Tras evaluar la distribucion de las muestras mediante el test de Shapiro-Wilks (aplicable a
conjuntos de datos menores de 30), se aplicaron distintos métodos. Para muestras con
distribucidon normal, se utilizé el test de T de Student (muestras independientes) comparando
las medias de los ovocitos mas/menos la desviacién estandar, verificando la homogeneidad de
varianzas con el andlisis de varianza de Levene (Anexos). En el caso de muestras con distribucion
no normal, se aplicé la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney comparando las medianas

de los ovocitos mas/menos la desviacidn estandar (Anexos).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estudio de las modificaciones postraduccionales de histona en el envejecimiento del

ovocito

Desde el reconocimiento de las marcas epigenéticas en el ADN y la cromatina como factores
importantes en la maduracién de los ovocitos, ha aumentado el interés por la epigenética de
esta célulay en el desarrollo de nuevas técnicas para su estudio. (Wu et al., 2022). Las técnicas

mas comunes para estudiar este comportamiento en el ovocito de mamifero son la
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inmunofluorescencia y Western blot, que nos permiten analizar la cantidad de las
modificaciones de histona. (Hanna, Demond y Kelsey, 2018). Estas técnicas se han empleado
para examinar las modificaciones en las histonas vinculadas al proceso de envejecimiento,
proporcionando una comprension mas profunda sobre la evolucion de ciertas marcas
epigenéticas a lo largo del tiempo. En este contexto, la acetilacion y la metilacién destacan como
las dos modificaciones epigenéticas mejor caracterizadas en histonas asociadas con el

envejecimiento (Wang, Yuan y Xie, 2018).

La tabla 1 muestra una recopilacién de los estudios que han analizado las posibles alteraciones
de las modificaciones de acetilacidn y metilacidon de histonas asociadas al envejecimiento en
ovocitos de mamiferos en estadio GV. Sélo se han encontrado resultados en ovocitos de ratén
y de humano. En primer lugar (Tabla 1; A) , se puede observar una tendencia general a la
disminucién de metilacién de histonas en ovocitos GV viejos respecto a jovenes (H3K4me2,
H3K4me3, H3K9me2, H3K9me3, H3K27me3, H3K36me2, H3K79me2, H4K20me2), exceptuando
H3K4mel que no presenta cambios con la edad. Es interesante resaltar, que los datos referidos
a las marcas de metilacién (di y tri-metilacion) de la lisina 4 (H3K4me2 y H3K4me3,
respectivamente) y H3K9me2 muestran resultados contradictorios en estudios diferentes, ya
gue se ha observado tanto una disminucion significativa de las marcas como una ausencia de
cambio significativo entre ovocitos GV de ovocitos viejos y jévenes. En segundo lugar, se muestra
la tendencia durante el envejecimiento de marcas de acetilacién de histonas en ovocitos GV
(Tabla 1; B). A diferencia de la disminucidn generalizada observada en la mayoria de las marcas
de metilacién de histona, observamos alteraciones de diferente sentido en relacion con las
marcas de acetilacién de histonas. Mientras que ciertas marcas de acetilacién como H3K9ac,
H4K12ac, y H4K16ac disminuyen en ovocitos GV en el envejecimiento, se ha registrado también
un aumento asociado a la edad de la marca H4K5ac en ovocitos GV envejecidos. Este ultimo
resultado no es concluyente, ya que otro estudio presenta la ausencia de cambios significativos
en H4K5ac. H4K8ac no muestra cambios significativos asociados al envejecimiento. Aln es
discutible si estas alteraciones son factores desencadenantes o resultados del proceso de
envejecimiento, aunque estd ampliamente aceptado que existe cierta conexién entre ambos

(Wang, Yuan y Xie, 2018).
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Tabla 1. Marcas de metilacion (A.) y acetilacion (B.) en residuos de histona en ovocitos

GV y su tendencia con el envejecimiento.

A) Metilacion de histonas

EDAD )
TENDENCIA ESPECIES TECNICA REFERENCIA
Joven Vieja
H3K4mel N.C Raton 6-8 semanas 42-44 semanas Inmunofluorescencia (Shao et al., 2015)
(Manosalva y
N.C Ratén 2 meses 11 meses Inmunofluorescencia
H3K4me2 Gonzalez, 2010) *
N2 Ratén 6-8 semanas 42-44 semanas Inmunofluorescencia (Shao et al., 2015)
(Wasserzug-Pash
Ratén 2 meses 9 meses Inmunofluorescencia
etal., 2022)
N.C
6-8 semanas 42-44 semanas Inmunofluorescencia (Shao et al., 2015)
H3K4me3 Inmunofluorescencia
Ratén 4 semanas 14 meses (Wu et al., 2022) *
y Western blot
N
Humana < 35 afios > 35 afios Inmunofluorescencia (Wu et al., 2022)*
(Manosalva y
N.C Ratén 2 meses 11 meses Inmunofluorescencia
Gonzalez, 2010)*
(Wasserzug-Pash
2 meses 9 meses Inmunofluorescencia
etal., 2022)
Ratén
H3K9me2 (Marshall et al.,
10-13 semanas = 69-70 semanas Inmunofluorescencia
N2 2018)
(Wasserzug-Pash
Humana < 35 afios > 35 afios Inmunofluorescencia
etal., 2022)
(Manosalvay
H3K9me3 Y Ratén 2 meses 11 meses Inmunofluorescencia
Gonzalez, 2010) *
(Wasserzug-Pash
H3K27me3 N Ratén 2 meses 9 meses Inmunofluorescencia
etal., 2022)
(Manosalva y
H3K36me2 N Raton 2 meses 11 meses Inmunofluorescencia
Gonzalez, 2010)*
(Manosalva y
H3K79me2 N2 Ratén 2 meses 11 meses Inmunofluorescencia
Gonzaélez, 2010) *
(Manosalva y
H4K20me2 N2 Ratén 2 meses 11 meses Inmunofluorescencia
Gonzalez, 2010) *
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B) Acetilacion de histonas

EDAD
TENDENCIA ESPECIES TECNICA REFERENCIA
Joven Vieja
(Marshall et al.,
H3K9ac N Ratén 10-13 semanas = 69-70 semanas Inmunofluorescencia
2018)
(Manosalva y
NC Ratén 2 meses 10-11 meses Inmunofluorescencia
Gonzalez, 2009) *
H4K5ac
(Marshall et al.,
N Ratén 10- 13 semanas 67-70 semanas Inmunofluorescencia
2018)
(Manosalva and
H4K8ac NC Ratén 8 semanas 40-44 semanas Inmunofluorescencia
Gonzalez, 2009)35
(Akiyama et al.,
3 semanas 40 semanas Inmunofluorescencia
2006)
H4K12ac N2 Ratén
(Manosalva and
2 meses 10-11 meses Inmunofluorescencia
Gonzalez, 2009) *
(Manosalva and
H4K16ac N Ratén 8 semanas 40-44 semanas Inmunofluorescencia
Gonzalez, 2009) *

\, disminuye la marca epigenética de ovocito joven a viejo. N, aumenta la marca
epigenética de ovocito joven a viejo. NC, no se observan cambios. ¥, Publicaciones que

han realizados los analisis de datos dividiendo los ovocitos en SN y NSN.

Algunos de estos estudios han ido un paso mas alla y han clasificado los ovocitos GV segun la
conformacién de la cromatina, es decir, en SN o NSN (Tabla 1; REFERENCIA*). Por ejemplo,
Manosalva y Gonzalez, (2010) en un primer analisis obtuvieron como resultado la ausencia de
cambios significativos en los niveles de H3K4me2 y H3K9me2 entre ovocitos jovenes y ovocitos
viejos. Sin embargo, al realizar una reevaluacion y analizar su comportamiento en SNy NSN por
separado, se encontré una disminucidn significativa de H3K9me3 en ovocitos NSN viejos
respecto a ovocitos NSN jovenes, mientras que en ovocitos SN no se observaron cambios con el
envejecimiento. Estos mismos investigadores realizaron un estudio reevaluando también los
niveles de acetilacién de histonas en los ovocitos GV en funcidn de la configuracién de la
cromatina. En este estudio observaron cémo habia una diminucién de H4K8ac significativa
especificamente en ovocitos SN viejos, y como en ovocitos NSN viejos habia un aumento
significativo de H4K5ac y H4K12ac respecto a sus niveles en ovocitos jovenes. Este ultimo
resultado en los niveles de H4K12ac llama especialmente la atencion debido a que al analizar
sus niveles en todos los ovocitos en conjunto observaron una diminucién de la marca en el
envejecimiento. Por lo tanto, al analizar de forma independiente los niveles de modificaciones
de histonas de muestras de ovocitos con conformacidén SN y NSN, observaron que algunas
marcas de histona no mostraban la misma tendencia en el envejecimiento que al evaluar todos

los ovocitos GV en conjunto (Manosalva y Gonzalez, 2009).
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En resumen, aunque siendo la acetilacidon y metilacion de histonas las modificaciones de histona
mas investigadas, existe un numero limitado de publicaciones sobre cémo éstas evolucionan a
lo largo de los afios en ovocitos GV, se han reportado ademds datos de sélo dos especies
(humana y ratén, Unicamente), y existen contradicciones entre estudios. Ademds, varios
investigadores en sus estudios no tienen en cuenta en qué configuraciéon se encuentra la
cromatina del ovocito GV, y esta valoracién podria resultar de utilidad, porque conocer la
presencia de las marcas epigenéticas en ovocitos SN y NSN podria ayudar a conocer mads acerca
de su comportamiento durante el envejecimiento, su tendencia a activar o reprimir el genoma

y su influencia en ciertas alteraciones en el ovocito.

En este mismo drea de conocimiento, numerosas estrategias metodoldgicas han tratado de
cuantificar con precisién y de determinar la distribucién de las modificaciones de histonas a lo
largo del genoma mediante el uso de anticuerpos para la inmunoprecipitacion de cromatina
(Chromatin Immunoprecipitation, ChlP) seguido de amplificacion y secuenciacién del ADN
asociado (ChIP-seq). Los ultimos enfoques basados en secuenciacién han revolucionado nuestra
capacidad de perfilar la informacidn epigenética ya que, hasta hace poco, era inviable obtener
mapas gendmicos de alta resolucion sin la necesidad de usar millones de células como material
de partida. Recientemente, sin embargo, se han publicado nuevos modos de obtener y
amplificar el material genético que han hecho posible reducir enormemente el nimero de
células necesarias, permitiendo llegar en algunas de estas adaptaciones técnicas del ChIP-seq o
el protocolo Cut&Run hasta el uso de sélo 400-1.000 células y 100 células, respectivamente

(Hanna, Demond y Kelsey, 2018).

Descubrir nuevas técnicas eficaces que no requieran una gran cantidad de células en el campo
de la epigenética del envejecimiento en ovocitos supone una gran avance, debido a que existe
un factor que delimita su estudio; los propios ovocitos. Realizar estudios en ovocitos trae consigo
una serie de dificultades que no se encuentran en el estudio de células somaticas como, por
ejemplo, la dificultad de aislarlos en grandes cantidades. El método de recoleccion mas
extendido implica extraer los ovarios, realizar cortes o punciones en el tejido, y aspirar las células
con una pipeta bucal para recoger individualmente cada ovocito. Este procedimiento requiere
una manipulacion delicada, formacién previa, y consume mucho tiempo. Un inconveniente
adicional es el numero de ovocitos necesarios para la investigacion, ya que el nimero de
ovocitos que se extraen por cada hembra son limitados. Ademas, la edad del animal afecta a los
estudios de envejecimiento, reduciéndose el nimero de ovocitos que se pueden recuperar de

hembras viejas. Adicionalmente al hecho de que la hembra ya nace con toda la dotacidn de
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ovocitos que va a presentar a lo largo de su vida — no hay procesos de multiplicacidn celular
post-natales en la ovogénesis-, existe una marcada atresia folicular de caracter fisioldgico con
su consecuente pérdida de ovocitos, a la que se restan todos los ovocitos que se ovulan una vez
iniciada la pubertad (Stewart et al., 2015). La ventaja que se puede sacar de la ausencia de
division celular es que este tipo de células pueden actuar como una memoria que ayuda a
recopilar todas las modificaciones celulares asociadas con la edad (Wu etal., 2022). En
definitiva, se requieren un nimero muy elevado de ratones hembra y una gran cantidad de
tiempo y formacién para recolectar la muestra de células necesarias para realizar una técnica
tan extendida como podria ser ChlP-seq (Stewart et al., 2015). Otro aspecto a mencionar, es la
complejidad del manejo del ovocito en las distintas etapas del desarrollo y las dificultades que
genera la maduracidn asincrénica para un estudio, debido a que los ovocitos en distintas etapas
de maduraciéon pueden responder de manera diferente a las condiciones del laboratorio,
teniendo que adaptar el protocolo a cada estado de maduracion (Moghadam et al., 2022).
Finalmente mencionar los problemas éticos y legales que genera la obtencién de ovocitos para
la investigacidn, especialmente si se obtienen de donantes humanos. Los investigadores deben
seguir pautas éticas estrictas y obtener el consentimiento adecuado (Lucea y Martinez, 2012).
Para ser capaces de superar estos desafios, las lineas de investigacion siguen abordando estas
dificultades para comprender mejor los mecanismos subyacentes al envejecimiento de los

ovocitos.

5.2 Adaptacidon de un método de estudio para analizar diferencias de H3K4me3 en el

envejecimiento de ovocitos

La identificacion de la ubicacidén especifica de las marcas epigenéticas a lo largo del genoma
resulta fundamental para comprender su funcién en los ovocitos. Aunque es evidente que estas
marcas desempefian un papel significativo en los procesos nucleares esenciales, la demostracion
experimental de un vinculo causal directo es un desafio. (Michalak et al., 2019). Por estas
razones son muchos los investigadores que trabajan para conocer mejor las interacciones entre
el ADN vy las histonas, resultando ser la inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP) la técnica por
excelencia desde hace 30 afos. El ChIP es un método que permite analizar las interacciones de
proteinas con el ADN o la distribucion de modificaciones de histona en el genoma, y requiere de
la fragmentacion fisica de la cromatina y la seleccidn y captura de fragmentos de cromatina
unidos proteinas o marcas de interés mediante su unién a anticuerpos especificos. Sin embargo,
es un método que involucra un gran niumero de células de entrada, relaciones sefial-ruido bajas

y la necesidad de generar un enlace cruzado ADN-proteina que puede propiciar el
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enmascaramiento de epitopos y dar lugar a resultados falsos positivos (Akdogan-Ozdilek et al.,
2022). Aunque el método de ChIP seguido de secuenciacién se ha adaptado a un nimero mas
reducido de células (400-1.000 células iniciales), los resultados obtenidos siguen siendo
intrinsecamente ruidosos (Hanna, Demond y Kelsey, 2018). Recientemente fue publicada la
técnica Cut&Run como alternativa al ChIP. El Cut&Run se diferencia del ChIP en que no requiere
de la fragmentacion inicial de todo el genoma. Asi, se basa en el uso de la combinacidn de la
nucleasa microcécica y proteina A/G (pAG-MNasa) en células permeabilizadas no fijadas, de
forma que la enzima corta de manera selectiva la cromatina unida a anticuerpos reconocidos
por la proteina A/G permitiendo eluir Unicamente los fragmentos de ADN de interés. Al liberar
Unicamente la fraccion del genoma que hemos cortado especificamente, Cut&Run reduce el
ADN eluido de forma inespecifica minimizando los problemas de sefial-ruido, y también reduce
el nimero necesario de células usado como material de partida (hasta 1/1000 de las requeridas

en ChIP tradicionales) (Akdogan-Ozdilek et al., 2022).

En ese trabajo, se busca optimizar el protocolo de Cut&Run utilizando un numero inicial
reducido de células somaticas, con el objetivo de aplicarlo posteriormente al estudio de
H3K4me3 en ovocitos. Resumiendo, el protocolo descrito en material y métodos, primero se
permeabilizaron células MEFs no fijadas con Triton X-100 y se inmovilizaron en perlas
magnéticas para facilitar cambios eficientes de solucidon. A continuacién, se unieron el
anticuerpo RaH3K4me3 y la pA-MNasa a H3K4me3 a lo largo del genoma. La enzima MNasa
micrococal es estrictamente dependiente del ién Ca?, asi, tras afiadir Ca%*, la MNasa escindid el
ADN que flanqueaban los nucleosomas unidos a H3K4me3. Esto se realizd a 0°C para limitar la
actividad de la enzima y reducir el corte inespecifico, reduciendo asi el ruido. Sélo los fragmentos
de cromatina con escisiones en ambos lados de los nucleosomas difundieron fuera del nucleo y
se eluyeron al sobrenadante, por tanto, al extraer el sobrenadante se obtuvieron fragmentos
especificos de ADN marcados por H3K4me3 (Figura 3). Estos fragmentos se amplificaron
posteriormente mediante la generacién de una libreria llumina y se analizaron por electroforesis
capilar con TapeStation. Al mismo tiempo se realizé en paralelo un control negativo usando IgG,

para cuantificar el ADN eluido de forma inespecifica en esta técnica.
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Figura 3. Esquema de la técnica Cut&Run.

Asi, se realizé una titulacion del nimero de células necesarias como material de partida en la
técnica Cut&Run. Se procesaron cinco muestras en paralelo: cuatro de ellas que contenian
100.000, 10.000, 1.000 y 100 células MEFs, respectivamente, se procesaron con el anticuerpo

especifico para H3K4me3; la quinta muestra se utilizé como control de especificidad usando IgG

Detencion, spike-in,
tratamiento con proteasas, y
purificacion del ADN

en una cantidad de material de partida de 100.000 células (Tabla 2).

Tabla 2. Muestras utilizadas en Cut&Run.. Especificaciones (nombre asignado, nimero

de células MEFs iniciales, anticuerpo empleado) de las muestras objetivo.

C1
c2
c3
c4
c

Posteriormente se evalud la distribucion del tamafio de los fragmentos obtenidos en las
imagenes de electroforesis capilar comparando las muestras a estudiar con una muestra
“escalera”, que contiene una serie de fragmentos de ADN de distintos tamafios conocidos y se
utiliza como referencia para estimar el tamafio de los fragmentos desconocidos del resto de

muestras. Ademas, se agregd una muestra de agua para poder comparar con una muestra sin

100.000
100.000
10.000
1.000
100

fragmentos de ADN (Figura 4; Ay B).

1gG

RaH3K4me3
RaH3K4me3
RaH3K4me3
RaH3K4me3
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Figura 4. Electroforesis capilar de muestras de Cut&Run. A. Electroforesis capilar de las
cinco muestras de Cut&Run. (C1 — C5) , escalera (E), y una muestra con agua (A). B.
Distribucion de la concentracion de fragmentos de ADN (representada como intensidad
de la muestra (normalizada)) distribuidos a lo largo del eje X en base a su tamafio

(representado en pares de bases (base pair, bp)).

En primer lugar, se evidencia que el protocolo Cut&Run llevado a cabo ha funcionado,
obteniendo asi fragmentos de ADN libres de las muestras a estudiar. Ademads, se compararon
las dos muestras con 100.000 células MEFs como material de partida. En una de ellas se habia
utilizado IgG (muestra C1) y en otra el anticuerpo RaH3K4me3 para la deteccion de la marca de
interés del proyecto (muestra C2) (Figura 5; A). Como resultado se observa que la cantidad de
fragmentos de ADN utilizando IgG tiene un pico de concentracidn en aquellos fragmentos que
miden 430bp, y en general oscila entre 300 y 1.000bp. En la muestra que se usé RaH3K4me3 se
observa un pico de concentracion de fragmentos de ADN de un tamaiio de 330pb, oscilando
todos los fragmentos entre 290 y 700bp. Si se tiene en cuenta que un nucleosoma mide 147
pares de base y que durante la libreria se unen una secuencia de adaptadores Ilumina a los
extremos de cada fragmento de ADN (75 pares de base cada uno), podemos estimar que el

tamanfio esperado de fragmentos cortados especificamente en ensayos Cut&Run ha de tener un
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tamanfio aproximado de 297bp. Esta medida coincide con el inicio del tamafio de los fragmentos
de la curva de distribucidn de la muestra con RaH3K4me3, siendo muy aproximado al valor de
su pico maximo de concentracién. En esta misma curva se puede ver un pequeio segundo pico
de concentracién en los fragmentos que rondan los 400bp que coincidirian con la medida de dos
nucleosomas, y un ultimo pico a menor concentracién alrededor de los 600bp que coinciden con
tres nucleosomas. Adicionalmente presenta una concentracion de ADN que apenas se sale de
este patron. Por ende, se concluye que al realizar Cut&Run usando RaH3K4me3 este se une
especificamente en H3K4me3, y la p-MNAsa en la mayoria de los fragmentos corta
selectivamente los nucleosomas. Al observar las diferencias en los patrones de distribucién de
tamanio de los fragmentos de ADN de IgG y RaH3K4me3 (Figura 5; A) se puede apreciar como
no existen coincidencias aparentes entre ellas, lo que se podria traducir en una unién
inespecifica de 1gG a la cromatina mientras que RaH3K4me3 se unid especificamente a los

nucleosomas.

En segundo lugar, se compararon los resultados obtenidos de las muestras correspondientes a
la titulacidn del numero de células usado como material de partida para saber si es posible bajar
a 100 células iniciales. Al analizar los resultados de las muestras con 100.000, 10.000, 1.000 y
100 células (Figura 5; B), se observan patrones de distribucion muy similares en todas ellas,
ademas de picos de concentracidn muy parecidos que rondan entre 330 y 360pb de tamafio,
medidas que siguen la misma explicacidn dada anteriormente para la muestra C2. Esto quiere
decir que usando Cut&Run se obtuvieron resultados similares utilizando 100.000 células iniciales
y 100 células iniciales, siendo especificos para H3K4me3. Por consiguiente, estos resultados
abren la posibilidad de repetir el mismo protocolo para H3K4me3 usando 100 ovocitos iniciales
y posteriormente poder aplicar técnicas de secuenciacion, ya que se ha demostrado que los
fragmentos obtenidos son especificos para la marca generando relacion sefial-ruido bajas.
Considerando estos resultados, serd necesario realizar también futuros ensayos analizando la
posibilidad de adaptar la técnica Cut&Run a un numero de células incluso menor (e.g. 15
ovocitos), permitiendo analizar ovocitos de una Unica hembra de ratdn por muestra. Aunque
este paso posibilitaria disminuir el nimero de animales usados y ofreceria informacién muy
interesante (variabilidad entre animales), serd necesario hacer balance de las ventajas y
desventajas que ofrece en base a la calidad de los datos de secuenciacidon que se puedan

obtener.
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Figura 5. Comparativas de las graficas de distribucion de tamafno obtenidas mediante
electroforesis capilar de muestras de CUT&RUN. A. Comparativa de la distribucion de los
fragmentos de ADN en base a su tamafio entre la muestra control negativo con IgG (C1) y
la muestra con el anticuerpo RaH3K4me3 (C2). B. Comparativa de la distribucion de los
fragmentos de ADN en base a su tamafio entre muestras con anticuerpo RaH3K4me3 con
distinto numero de células MEFs de material de partida: 100.000 (C2), 10.000 (C3), 1.000
(C4), 100 (C5).

5.3 Cuantificacion de H3K4me3 mediante inmunofluorescencia

Uno de los objetivos de este trabajo es el estudio de los posibles cambios que se pueden producir
en los ovocitos GV a nivel de H3K4me3 durante el envejecimiento. Para ello, aplicamos la técnica
de inmunofluorescencia, ya que permite tanto la cuantificacion de los niveles globales de esta
marca de histona de los ovocitos de forma individual, como identificar el estado de la cromatina
de los ovocitos. Se realizd el estudio en ovocitos en estado de GV debido a que los cambios
epigenéticos en esta fase podrian influir potencialmente en la estructura cromosdémica y
provocar errores meioticos posteriores (He et al., 2021). En este estado se pueden observar la
cromatina en dos configuraciones diferentes: SN y NSN. Cuando el ovocito se encuentra en
estado NSN la cromatina esta poco condensada y no se dispone alrededor rodea el nucleo,
asociandose a un estado de la cromatina transcripcionalmente activo. Mientras que en SN se
observa una cromatina muy condensada y concentrada alrededor del nucleo que se relaciona
con cromatina transcripcionalmente silenciada. En la etapa GV, la configuracion SN prevalece

sobre NSN (Kageyama et al., 2007).

Asi, se analizaron los niveles de H3K4me3 en ovocitos GV de ratonas jovenes y de ratonas viejas
mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta. En primer lugar, se cuantificé la sefial
obtenida en los ovocitos usados como control negativo (sin anticuerpo primario) y obtuvimos

niveles de sefial en el canal de emision del fluoréforo 488, que corresponde a la deteccion de
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H3K4me3, muy por debajo de la media de intensidad de las muestras de ovocitos incubados con
anticuerpo primario (datos no mostrados). Por tanto, la sefal detectada en el espectro de

emision 488 es especifica de la marca de histona H3K4me3.

Posteriormente, se analizé la intensidad de sefial del canal del espectro de emision del
fluoréforo que corresponde al marcador de la cromatina DAPI. Al valorar los resultados de todos
los ovocitos GV (NSN y SN agrupados) no se observd ninguna diferencia significativa entre la
sefial observada de DAPI en ovocitos jévenes y en ovocitos viejos (Figura 6; A) (p>0,05 prueba
estadistica de Mann-Whitney). Al analizar la intensidad de H3K4me3 detectada, si se observo
una disminucion significativa de la intensidad media de H3K4me3 en ovocitos viejos en
comparacidn con ovocitos jovenes (Figura 6; B) (p<0,05 prueba estadistica de Mann-Whitney).
Ademas, se realizd un analisis del ratio de H3K4me3/DAPI para saber si los posibles cambios
hallados en H3K4me3 se debian a una modificacién de la cromatina asociada a la edad (figura 6;
C). Considerando que las diferencias significativas de los menores niveles de intensidad de
H3K4me3 se mantienen significativos en este analisis, se puede decir que se produce un
descenso de H3K4me3 en ovocitos viejos respecto a ovocitos jévenes independientemente de
los cambios que pueda haber en la cromatina (p<0,05 prueba estadistica de Mann-Whitney).
Con estos resultados se concluyé que H3K4me3 disminuye en el nucleo de los ovocitos a lo largo
del envejecimiento. Sorprendentemente, este resultado no concuerda con dos estudios
independientes , Wasserzug-Pash et al. (2022) y Shao et al. (2015), en los que no obtienen
diferencias significativas en los niveles de H3K4me3 entre ovocitos GV ratones hembra jévenes

6 — 8 semanas de edad y viejas 9 - 11 meses de edad.
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Figura 6. Inmunofluorescencia de H3K4me3 en ovocitos GV durante el envejecimiento.
A-B. Representacion de la cuantificacién de la intensidad media de la sefial de DAPI (A.),
y H3K4me3 (B.). C. Representacion del ratio de las intensidades de H3K4me3/DAPI. Cada
punto representa un ovocito. NUimero de ovocitos analizados: ovocitos jovenes (N=11),
ovocitos viejos (N=14). (*: p<0,05, test estadistico Mann-Whitney) (n.s: no hay diferencias

significativas).

Con el objetivo de analizar de manera mds detallada estas discrepancias y si las diferencias
obtenidas en los niveles de H3K4me3 en ovocitos GV eran dependientes del estado de
configuracién de la cromatina de éstos, se analizaron las muestras con configuracién SN y NSN
por separado (Figura 7; Ay 7; C). Al analizar los ovocitos con configuracion SN se observoé el
mismo patrén que al analizar todos los ovocitos en conjunto: 1) no se obtuvieron diferencias
significativas en la intensidad de sefal de DAPI entre ovocitos jovenes y ovocitos viejos (Figura
7; B) (p>0,05 prueba estadistica de T de Student), y 2) se hallé una disminucidon estadisticamente
significativa de la intensidad de sefial de H3K4m3 en ovocitos viejos frente a la intensidad media
de los ovocitos jovenes (Figura 7; B) (p<0,05 prueba estadistica de Mann-Whitney). Al analizar
los ovocitos con configuracion NSN no se observo una diferencia significativa en la intensidad de
fluorescencia de DAPI (Figura 7; D) (p>0,05 prueba estadistica de T de Student).
Sorprendentemente, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
intensidad media de la sefial de H3K4me3 entre ovocitos jovenes y viejos con configuracién NSN
(Figura 7; D) (p>0,05 prueba estadistica de Mann-Whitney). Aunque esto podria sugerir que el

envejecimiento no afecta a los niveles de H3K4me3 en ovocitos NSN, en contraste con los
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ovocitos SN, y que existe una posible relacion entre H3K4me3 y la conformacién de la cromatina,
la limitacidon en el nimero de ovocitos analizados es insuficiente para poder establecer una

conclusidn definitiva.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan parcialmente con los publicados por Wu
et al. (2022). En esta publicacion se muestran diferencias significativas en niveles de H3K4me3
entre ovocitos GV de ratones jévenes y viejas con conformacién SN, de forma similar a lo
obtenido en este trabajo, pero también en ovocitos NSN. Sin embargo, las imagenes publicadas
de los ovocitos de su estudio no cumplen con los patrones morfoldgicos definidos para NSN, el
numero de muestra utilizado también es limitado (N=8) y se desconoce el marcaje usado para
la tincién de la cromatina. Por otro lado, Manosalva y Gonzalez (2010) en su estudio analizan la
alteracion de la cromatina durante el envejecimiento realizando una inmunofluorescencia con
DAPI en ovocitos GV y separandolos en conformaciones SN y NSN. Como resultado obtuvieron
que la conformacién de la cromatina NSN estaba presente en un porcentaje menor en ovocitos
GV viejos en comparacién con los jovenes, pero se desconoce hasta la fecha si esta diferencia

significativa puede explicar la disminucion de H3K4me3.

En definitiva, tras el analisis de los resultados obtenidos y en relacién con los datos publicados
de otros autores, es esencial analizar de forma detallada los niveles de H3K4me3 con un numero
mayor de ovocitos y en ambas configuraciones morfoldgicas de la cromatina para obtener
resultados representativos y hallar respuestas definitivas al comportamiento de H3K4me3 en

ovocitos GV durante el envejecimiento.
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Figura 7. Inmunofluorescencia de H3K4me3 en ovocitos GV SN y NSN durante el
envejecimiento. A-D. Inmunofluorescencia de DAPI y H3K4me3 en SN (A.) y NSN (C.).
Representacién de la cuantificacion de la intensidad media de la sefial de DAPI, y
H3K4me3 en ovocitos SN (B.) y NSN (D.). Cada punto representa un ovocito. Nimero de
ovocitos analizados en SN: ovocitos jovenes (N=8), ovocitos viejos (N=12). Numero de
ovocitos analizados en NSN: ovocitos jévenes (N=3), ovocitos viejos (N=2). (*: p<0,05 test

estadistico Mann-Whitney) (n.s: no hay diferencias significativas).
6. CONCLUSIONES/ CONCLUSIONS
Conclusiones:

I Existen pocos estudios que aporten informacién acerca de la metilacidn y acetilacion de
histonas en el envejecimiento de ovocitos en estadio de vesicula germinal en
mamiferos. Se han reportado variaciones en la metilaciéon de 9 marcas de histonas y en
la acetilacion de 5 marcas de histonas asociadas al envejecimiento.

Il. Hay muy pocas publicaciones que concluyan el papel de H3K4m3 en el envejecimiento,

existiendo ademas resultados discordantes en diferentes investigaciones.



VI.

Cut&Run es una técnica eficaz para obtener fragmentos de ADN enriquecidos en
H3K4me3 en células somaticas. Se han obtenido perfiles satisfactorios de Cut&Run para
H3K4me3 con un ndmero inicial de tan sélo 100 células.

Los niveles de H3K4me3 disminuyen de forma significativa en ovocitos en estadio en
estadio de vesicula germinal en el envejecimiento cuando se analizan de forma global.
Esta disminucidn sigue siendo significativa con independencia de posibles variaciones
en la cantidad de cromatina de los ovocitos.

Los niveles de H3K4me3 disminuyen de forma significativa en ovocitos en estadio de
vesicula germinal con configuracidon de la cromatina SN en el envejecimiento. No se
observa una reduccién de los niveles de H3K4me3 en ovocitos NSN, aunque su limitado
tamafio muestral no permite sacar conclusiones definitivas.

La adaptacion del protocolo Cut&Run a un nimero reducido de células y la observacién
de la disminucion de H3K4me3 en ovocitos en el envejecimiento mediante ensayos de
inmunofluorescencia, da paso al estudio de las alteraciones de H3K4me3 en ovocitos
murinos y humanos en el envejecimiento mediante la generacién de mapas del

epigenoma.

Conclusions:

1.

1.

Iv.

There is a very limited number of studies providing information about histone
methylation and acetylation in the aging of germinal vesicle oocytes in mammals.
Variations in the methylation of 9 histone marks and the acetylation of 5 histone marks
associated with aging have been reported.

There are very few publications conclusively addressing the role of H3K4me3 in aging,
with discordant results across different studies.

Cut&Run is an effective technique for obtaining H3K4me3-enriched DNA fragments in
somatic cells. Satisfactory Cut&Run profiles for H3K4me3 have been obtained with as
few as 100 cells of input.

H3K4me3 levels significantly decrease in aging of germinal vesicle oocytes, when
analized globally. This decrease remains significant regardless of potential variations in
the oocyte chromatin quantity.

H3K4me3 levels significantly decrease in aging of germinal vesicle oocytes with
surrounded nucleoli chromatin configuration. No reduction in H3K4me3 levels is
observed in non- surrounded nucleoli oocytes, although limited sample size prevents

conclusive findings.
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VI. Modifying the Cut&Run protocol for a reduced cell number and observing the decrease
in H3K4me3 in aging oocytes through immunofluorescence assays enables the study of
H3K4me3 alterations in murine and human oocytes during aging by generating

epigenome maps.

7. VALORACION PERSONAL

Tras todo lo investigado y aprendido acerca de las modificaciones de histona, como H3K4me3,
en ovocitos de mamiferos y las técnicas que se emplean para su estudio, considero que se
requiere continuar con esta linea de investigacién para poder llegar a hallar respuestas a la
pregunta de cdmo afecta el envejecimiento a estas marcas epigenéticas. En mi opinion este
campo puede ofrecer técnicas terapéuticas y de diagndstico muy prometedoras a problemas

relacionados con la fertilidad en mujeres o alteraciones reproductivas.

Desde un enfoque mds académico, profundizar en un tema que hasta hace menos de un afio
desconocia, aprender nuevas técnicas de laboratorio, mejorar mis habilidades de busqueda
bibliografica y aprender a usar programas de analisis de datos, me ha servido para enriquecerme
como profesional, y sobretodo me ha ayudado para saber hacia dénde quiero redirigir mi futuro

como veterinaria a partir de ahora.

Finalmente queria agradecer a mis tutoras en este trabajo, Raquel Pérez y Maria Climent, por
ensefiarme tantas cosas acerca de este tema y resolver mis dudas acerca del mundo de la
investigacion. Y también agradecer a mi familia y amigos por el apoyo y cariiio ilimitado que he

recibido estos afios vividos en la facultad.
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9. ANEXOS

Resultados del analisis estadistico de inmunofluorescencia

SN

Mediana = DE 7.010,933 £ 2.854,821 1.284,826 + 3.850,907
H3K4me3 Minimo 3.827,300 65,150
Maximo 12.368,995 11.200,376
Media £+ DE 20.072,965 + 1.140,915 17.753,907 + 3.703,082
DAPI Minimo 18.454,03 11.575,78
Maximo 21.740,48 23.197,15
NSN
| DATOsEsTapisTicos [ sOvenes [ vieAas |
Mediana = DE 3.558,093 + 1.868,329 6.955,521 +4.012,870
H3K4me3 Minimo 3.102,102 4,117,994
Maximo 6.541,953 9.793,049
Media = DE 6.659,205 + 913,361 9.378,202 + 1.043,456
DAPI Minimo 5.709,89 8.640,37
Maximo 7.531,77 10.116,04
NSN+SN
[ DATOsestADisTicos [ JOvenes [ vieas |
Mediana = DE 6.541,953 + 2.958,057 1.788,756 +3.997,263
H3K4me3 Minimo 3102,102 65,150
Maximo 12.368,995 11.200,376
Mediana = DE 19.661,915 + 6.351,004 17.804,453 + 5.312,095
DAPI Minimo 5.709,89 4.117,99
Maximo 21.740,48 23.197,15
Mediana = DE 0,395 £0,212 0,088
Ratio Minimo 0,21 0,01
e Maximo 0,97 1,13
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