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Resumen
Las alteraciones genéticas y epigenéticas conducen al inicio y desarrollo del cancer.

El epigénoma de una célula cancerosa se caracteriza por metilaciéon aberrante de
genes supresores de tumor y la consecuencia funcional es la represion transcripcional
de estos genes. La evidencia sugiere un papel importante de los RNAs largos no
codificantes como moduladores del establecimiento de la metilacion del DNA. HOTAIR
reprime la expresion de genes supresores de tumor mediante el establecimiento de
H3K27me3 y metilacion del DNA en regiones promotoras. El cambio en los patrones
de metilacion en una célula cancerosa se acomparia de la perdida en los niveles de
hidroximetilacion. Alteraciones en los niveles de hidroximetilacion estan relacionados
con desregulacion de las enzimas TET. En este estudio, valoramos el efecto de la
disminucion de HOTAIR en el nivel de expresion de TET1 mediante RT-gPCR, y
observamos que TET1 disminuye su nivel de expresién. Debido al papel que tiene
TETL1 en la hidroximetilacion, evaluamos el efecto de HOTAIR en la hidroximetilacion
global utilizando la plataforma de microarreglos. Nuestros resultados muestran que la
disminucion de HOTAIR disminuye la hidroximetilacion global en la linea celular HelLa,
pero que los cambios de hidroximetilacibn ocurren particularmente en la region
promotora. El efecto de la hidroximetilacién en el promotor induce cambios en los

niveles de expresion de IRF1 y CDH2.

Palabras clave: IncRNA, metilacion, HOTAIR, hidroximetilacién, TET1.
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Abstract
Genetic and epigenetic alterations lead to the initiation and development of cancer.

Epigenome of cancer cell is characterized by aberrant methylation of tumor suppressor
genes, the functional consequence is the transcriptional repression of these genes.
New evidence suggests an important role for long non-coding RNAs as modulators of
the establishment of DNA methylation. HOTAIR represses the expression of tumor
suppressor genes by establishing H3K27me3 and DNA methylation in promoter
regions. The change in methylation patterns in a cancer cell is accompanied by the loss
in hydroxymethylation levels. Alterations in hydroxymethylation levels are related to
deregulation of TET enzymes. In this study, we assessed the effect of the decrease in
HOTAIR on the expression level of TET1 by RT-qPCR, we observed that TET1
decreases its level of expression. Due to the role of TET1 in hydroxymethylation, we
evaluated the effect of HOTAIR on global hydroxymethylation using the microarray
platform. Our results show that the decrease in HOTAIR decreases the overall
hydroxymethylation in the HeLa cell line, but that changes in hydroxymethylation occur
particularly in the promoter region. The effect of hydroxymethylation on the promoter
induces changes in the expression levels of IRF1 and CDH2.

Key words: IncRNA, methylation, HOTAIR, hydroxymethylation, TET1.



Efecto de la disminucion de HOTAIR en la hidroximetilacion global en la linea celular HeLa

Introduccion

El cancer es una enfermedad que resulta de la acumulacion de alteraciones genéticas
y cambios epigenéticos (Herceg & Hainaut, 2007). Estas alteraciones conducen a la
produccion y liberacion de sefiales que inducen la division celular (Hanahan and
Weinberg, 2011). A pesar de que las mutaciones genéticas son clave para escapar del
nicho celular (Timp & Feinberg, 2013), muchas propiedades de una célula cancerosa

no pueden ser atribuidas solo a mutaciones genéticas (Lacobuzio-Donahue, 2009).

La epigenética se define como los cambios que ocurren en el fenotipo sin
modificaciones en el genotipo (Allis & Jenuwein 2016). Los mecanismos de regulacion
epigenética estan mediados por metilacion del DNA, remodelacion de la cromatina y
RNAs no codificantes (Kagohara et al., 2018). La metilacién del DNA es la adicion de
un grupo metilo al carbono 5 de la citosina, esta reaccion es catalizada por DNA
metiltransferasas (Marchal & Miotto, 2014). En cancer, el epigénoma se caracteriza
por hipometilacion global e hipermetilacion localizada (Sharma et al., 2010). El papel
funcional de la metilacion del DNA es asociado, en general, con represion
transcripcional (Beckedorff F. et al., 2013), ademas, la hipermetilacion de genes
supresores de tumor es un evento que favorece el inicio y progresion del cancer
(Baxter et al., 2011). La evidencia experimental sugiere un papel potencial de INcCRNAs
en la metilacion del DNA (Merry et al., 2015).

Los RNAs no codificantes (ncRNAS) son un grupo de transcritos heterogéneos sin
potencial de codificacion para proteina (Liu et al., 2013). Estos RNAs pueden
clasificarse en RNAs pequefios no codificantes (<200n) y RNAs largos no codificantes
(>200n) (Costa, 2010). Los RNAs largos no codificantes (IncRNAs) pueden modular la
expresion de genes que influyen en la regulacion del ciclo celular, supervivencia,
respuesta inmune o pluripotencia, funciones que determinan el fenotipo de células
cancerosas (Huarte, 2015). Uno de los IncRNAs ampliamente estudiado en cancer es
HOTAIR (Hajjari et al., 2015), este RNA remodela la cromatina a través de su
interaccién con PRC2 (Complejo Represivo Polycom 2) (Rin et al., 2007). El papel de
HOTAIR como regulador maestro de la expresion de genes ademas de ser mediado

por modificaciones de histonas, también podria implicar la metilacion del DNA
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(Hofmannen et al. 2015; Fang et al., 2015), y aunque son pocos los estudios que
denotan el efecto de HOTAIR en la metilacion del DNA, existen datos que demuestran
gue la reduccion del nivel de expresion de HOTAIR disminuye la metilacion en el

promotor de genes supresores de tumor (Lee et al., 2016; Su et al., 2017).

La metilacién del DNA es un evento que puede ser reversible en células de mamiferos
(Liu et al. 2013). Por lo tanto, la disminucion de la metilacién del DNA podria implicar
la participacion de las enzimas TET (Guo et al., 2011). La funcion catalitica de estas
enzimas es el establecimiento de la marca epigenética 5hmC (5 hidroximetilcitosina),
esta marca es el resultado de la oxidacién de la citosina metilada, proceso conocido
como hidroximetilacion. Ademas, este proceso participa como un mecanismo
intermedio en la demetilacién del DNA (Gao et al., 2014). La familia de enzimas que
catalizan la hidroximetilacion estan conformada por TET1, TET2 y TETS3, alteraciones
en estas enzimas puede conducir a una reduccion de los patrones de hidroximetilacion
(Tan and Shi, 2012). A diferencia de la metilacion, la hidroximetilacién esta asociada
con activacion transcripcional (Shukla et al., 2015), y en céncer, se ha observado
disminucién en los niveles de hidroximetilacion (Weiwei and Min, 2011). Por ejemplo,
se ha demostrado que TET1 encuentra disminuido en cancer de mama y cancer de
colon e incluso se le ha considerado como un gen supresor de tumor (Sang et al.,
2015; Neri et al.,2014). Mientras que TET2 se ha observado desregulado en células
hematopoyéticas ocasionando leucemia mieloide aguda (LMA) y neoplasias

mieloproliferativa (Delhommeau et al., 2009).

En céncer cervical se ha observado que la metilacion del DNA es una alteracion
temprana y frecuente durante el desarrollo de esta enfermedad (Yang, 2013). Cambios
en los patrones de metilacion podrian conducir a cambios en los niveles de
hidroximetilacién, y debido a que actualmente la evidencia sugiere un papel potencial
de los RNAs largos no codificantes en la metilacion del DNA, el efecto que tienen en
la metilacién también podria generar cambios en los niveles de hidroximetilacion. En
este estudio nos interesé valorar el efecto que tiene el RNA largo no codificante
HOTAIR en los niveles de hidroximetilacion del DNA, utilizando como modelo de

estudio la linea celular humana de cancer cervical HelLa.



Efecto de la disminucion de HOTAIR en la hidroximetilacion global en la linea celular HeLa

Material y métodos

Cultivo celular y transfecciones

La linea celular de cancer cervical HelLa se cultivd en medio DMEM/Ham’s F-12 1:1
(CAISSON Laboratories, USA) suplementado con 10% de suero fetal bovino, y 1% de
penicilina-estreptomicina (Gibco-BRL, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Las
células se mantuvieron a 37°C en 5% de CO:.La linea celular HeLa se transfecté con
0.02 nMol/uL del interferente para HOTAIR utilizando lipofectamina (Lipofectamine
2000, Invirogen, Life Technologies). La secuencia del interferente especifico para
HOTAIR es: DsiRNA-F 5' UAA CAA GAC CAG AGA GCU GUU y DsiRNA-R 5' CCA
CAU GAA CGC CCA GAG AUU. Como DsiRNA control: (NC) 5' CUA CAA CAG CCA
CAA CGU CdTdT. La extraccion del RNA se realizé 48 horas pos-transfeccion.

Extraccion de RNA

La extraccion del RNA total se realizo utilizando TRIzol (Invitrogen, California, EEUU).
Se agregaron 400 pl de TRIzol, 80 ul de cloroformo, 200 pL de etanol al 70% y
finalmente el RNA se resuspendié en 20 pL de agua DEPC. La cuantificacion del RNA
se realiz6 por espectrofotometria mediante el uso del Nanodrop 2000 (Thermo

Scientific).

RT-qPCR

La expresion de HOTAIR y de TET1 se determiné utilizando 100 ng de RNA total y el
kit SCRIPT One-Step RT-gPCR Green Master (Jena Bioscience). El programa de
amplificacion preliminar fue el siguiente: 37°C - 30s, 42°C - 5min, 95°C - 5min, 95°C -
20s, temperatura de alineamiento especifica del gen (Ta) 30s, 72°C - 30s. Las
reacciones de tiempo real se realizaron en el equipo Quant Studio 3 (Thermo Fisher).
Los niveles de expresion se determinaron usando el método comparativo 2-2ACT
(Schmittgen y Livak, 2008) mediante el software Sigma Plot y se utilizd la prueba

estadistica t-student para determinar diferencias significativas.

10
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Modificacion del DNA

La extraccion de DNA se realizo con el kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega)
y la cuantificacion con el Nanodrop 2000. Se modifico 1 pg de DNA utilizando el kit
True Methyl oxBS Module (NUGEN Technologies, San Carlos, California). Cada
muestra de DNA se dividid en dos alicuotas para ser procesada a través de dos
modificaciones quimicas, una con bisulfito de sodio (BS), y la modificacion que incluye

una oxidacion previa a la modificacion con bisulfito de sodio (0xBS).

Microarreglo y analisis de datos

Se utilizé el microarreglo Infinium Methylation EPIC (lllumina), para determinar el
estatus de hidroximetilacion a resolucion de una base. La deteccion 5hmC en todo el
genoma se realizd usando el sistema iScan (lllumina). Las intensidades de sefal
(IDATSs) se analizaron utilizando el software Partek Genomics Suite, donde se obtuvo
la relacion entre la intensidad de la sonda metilada y la sonda no metilada (Valor ().
Los valores beta fueron normalizados utilizando el método de normalizacion SWAN.
Se realizo filtracion de sondas, por lo que se excluyeron del estudio aquellas sondas
con valor de p>0.01, sondas dirigidas a sitios no CpG o SNPs, ademés se eliminaron
aquellas sondas que pertenecen al cromosoma X y Y. Una vez obtenidos los valores
B de cada muestra y sus respectivos tratamientos de modificacion del DNA (BS y
OxBS), se obtuvo la diferencia entre el valor 3 BS y el valor  oxBS (AB), este valor
corresponde al nivel de hidroximetilacion de cada sonda analizada. Cada sitio CpG
analizado se catalog6é como CpGs que aumentan su hidroximetilacién si su valor delta
beta fue >0.5, o bien, CpGs que disminuian su nivel de hidroximetilacion si su valor
delta beta fue <-0.5.

Analisis de enriquecimiento de vias

Se utilizé la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) para
la clasificacion de vias. El analisis se realizé usando el método GSEA (Gene Set
Enrichement Analysis). Se establecieron como vias enriquecidas aquellas que tuvieron

un valor de p<0.5

11



Efecto de la disminucion de HOTAIR en la hidroximetilacion global en la linea celular HeLa

Resultados

La disminucién de HOTAIR aumenta el nivel de expresion de TETL.

HelLa es una linea celular que expresa niveles altos de HOTAIR comparado con una
linea no tumoral (Kim et al., 2014), por ello, para determinar el efecto de HOTAIR en
la hidroximetilacion global se utilizé esta linea celular como modelo de estudio. Para
disminuir los niveles de expresion de HOTAIR se realizaron transfecciones transitorias
utilizando un RNA de interferencia dirigido para HOTAIR (DsiHOTAIR), y como control
se utiliz6 un RNA de interferencia control (DsiControl). Después de 48 horas de la
transfeccion, se determino el nivel de expresion de HOTAIR y que su expresion
disminuye aproximadamente 80% (Figura 1a). Una vez confirmada la disminucién de
la expresion de HOTAIR, se valoro su efecto en la expresion del RNAm de TET1. Este
gen codifica para una de las enzimas que lleva a cabo la hidroximetilacion del DNA.
Nosotros observamos que la disminucion de HOTAIR aumenta el nivel de expresion
de TET1 (Figura 1b). Estos resultados sugieren un posible papel de HOTAIR en la
hidroximetilacion del DNA en la linea celular HeLa.
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Figura 1. Efecto de HOTAIR en el nivel de expresion de TETL. La linea celular HeLa fue transfectada
con un DsiRNA especifico para HOTAIR y un DsiRNA control. a) Disminucion de la expresion de
HOTAIR, e) expresién de TETL1. Los niveles de expresion se analizaron por RT-qPCR y normalizada

respecto a GAPDH. Los resultados son expresados como la media * error estandar de 3 experimentos12
independientes. *p<0.05
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HOTAIR cambia la hidroximetilacion global en células HeL a.

Para determinar el efecto de HOTAIR en la hidroximetilacién del DNA a escala global
en la linea celular HelLa, se realiz6 el microarreglo Infinium Human MethylationEPIC
BeadChip. Para estimar los niveles de hidroximetilacion se realizaron dos
modificaciones quimicas a las muestras de DNA. La modificacion quimica BS (Bisulfito
de sodio) y oxBS (oxidacion previa a la modificacién con bisulfito de sodio), ambos
tratamientos quimicos son utilizados para la determinacién de metilacion del DNA. Sin
embargo, el tratamiento quimico BS sobre-estima los niveles de metilacion del DNA,
ya que no discrimina entre citosina metilada y citosina hidroximetilada. La aplicacién
del tratamiento quimico oxBS permite obtener los verdaderos valores de metilacién, ya
gue excluye a la citosina hidroximetilada. En la figura 2a se muestra el nivel metilacion
de todos los CpGs analizados de cada muestra. La diferencia entre BS y oxBS nos
permite distinguir los valores de hidroximetilacion tanto en células Hela transfectada
con DsiControl, como las células transfectadas con DsiHOTAIR (Figura 2b), asi como
el total de hidroximetilacibn en ambas condiciones (Figura 3c). Estos resultados nos
permiten observar que la hidroximetilacion global disminuye por efecto de la
disminucion de HOTAIR.
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Figura 2. La hidroximetilacién del DNA disminuye por efecto de la disminucion de HOTAIR. La modificacion
con bisulfito de sodio sobre-estima el nivel de metilacién, mientras que la oxidacidn previa a la modificacion
permite determinar los verdaderos valores de metilacion. a) . La hidroximetilacion es obtenida mediante diferencia
entre BS y oxBS (Delta beta) de mas de 659,495 sitios CpGs, en b) observamos la distribucién de los valores de
hidroximetilacion. El promedio total de hidroximetilacién de todos los sitios analizados es observado en C).
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La disminuciéon de HOTAIR aumenta la hidroximetilacién en el cromosoma 1.

Las alteraciones epigenéticas han emergido como eventos importantes en el desarrollo
de cancer (Herceg & Hainaut, 2007). En este estudio nos intereso analizar el estatus
de 5hmC en todos los cromosomas. Para determinar el nivel de hidroximetilacion total,
se realizo la estimacion del valor de la media delta beta de todas las sondas analizadas
para cada cromosoma, y se observo que del cromosoma 2 al cromosoma 22, los
niveles de hidroximetilacion disminuyen cuando se disminuye el nivel de expresion de
HOTAIR. Sin embargo, en el cromosoma 1, se observa un comportamiento diferente,
ya que el nivel de 5hmC es mayor en células HelLa con disminucién de HOTAIR.
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Figura 3. Niveles de hidroximetilacion por cromosoma en todos los sitios CpG analizados.

Esta grafica esta representada con la media delta beta (Hidroximetilacion) de todas las sondas
analizadas por cromosoma.
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Hidroximetilacién diferencial a resolucién de una base.

El analisis de hidroximetilacién del DNA a escala global, nos permite visualizar los
cambios de esta marca epigenética en la linea celular HeLa con disminucién HOTAIR.
Ademas de este enfoque global, la plataforma de microarreglos EPIC, ofrece
informacion a resolucion de una base del estatus de hidroximetilacion de todo el
genoma. La determinacion de hidroximetilacién se obtiene a través de la unidon de
sondas dirigidas a un sitio CpG en particular. Los cambios en los niveles de
hidroximetilaciéon se observan en el mapa de calor, donde podemos contrastar el
cambio de color que se observa en la condicibn con disminucién de HOTAIR
(DsiHOTAIR), respecto a la condicion control (DsiControl) (Figura 4a). El nivel de
hidroximetilacién es determinado por un rango de valores que va desde el -1 hasta 1.
Utilizando estos valores se determind en que sitios CpG cambian los niveles de 5hmC,
para ello se establecio un valor corte, es decir, se considerd que todos los sitios CpGs
gue tuvieron un valor mayor a 0.5 se clasificaron como sitios que aumentaron su nivel
de hidroximetilacion, mientras que los que tuvieron un valor menor a -0.5 se
consideraron como sitios que disminuyeron su nivel de hidroximetilacion. Nosotros
encontramos que de todos los sitios analizados 2,126 CpGs aumentaron su nivel de
hidroximetilacion y 5,323 disminuyeron (Fig. 4b). Estos dos numeros de cambios
representan a 1196 y 2994 genes respectivamente. Ademas, se observé que una gran
cantidad de genes cambian su estatus de hidroximetilacién en la region promotora, ya
gue de los 1196 genes que aumentan, 937 tienen cambio en esta region, y de los 2994
genes que disminuyen su nivel de hidroximetilacién, 2074 genes tienen cambio en el
promotor (Figura 4c). Estos datos concuerdan con lo observado en la figura 2, ya que
el resultado final es que hay mas sitios CpGs que disminuyen la hidroximetilacion del
DNA.
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Figra 4. Niveles de hidroximetilacién diferencial. De los 659,495 sitios CpGs analizados hubo
hidroximetilacién diferencial en 7,449 CpGs (a y b), lo cual representa 1.12%. CpGs que aumentan
hidroximetilacién se representan con 1196 genes, y los que disminuyen con 2994 genes(c).
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Niveles de hidroximetilacién en islas CpG

El genoma humano tiene mas de 30000 islas CpG (Jeziorska et al., 2017). Pero la
densidad de sitios CpGs es diferente en todo el genoma, en este sentido ya se han
clasificado algunas regiones gendmicas de acuerdo a su contenido de CpGs.
Generalmente, secuencias de aproximadamente 500-1500 pb con alta densidad de
CpGs son caracterizadas como Islas CpG. Otras regiones gendmicas con una menor
densidad en CpGs, se clasifican de acuerdo a su localizacién respecto a la isla CpG,
es decir, regiones gendmicas a 2 Kilobases (Kb) de la isla CpG se conocen como islas
Short. Regiones gendmicas posicionadas a 2Kb de las islas Short se conocen como
islas Shelves. Tanto las islas Short como las islas Shelves, pueden estar rio arriba (N),

como rio abajo(S) de laisla CpG (Moran et al., 2015).

Las islas CpG son regiones que se encuentran asociadas promotores, y los
promotores son regiones importantes en la regulacidén transcripcional de un gen
(Jeziorska et al.,, 2017). Ademas, ya se sabe que el efecto funcional de la
hidroximetilacion del DNA en promotores, es asociado a la activacion transcripcional
(Neri et al., 2013). Por ello, analizamos los niveles de hidroximetilacién en islas CpG y
sus regiones adyacentes. En nuestro estudio encontramos, que el estatus de
hidroximetilacién disminuye tanto en islas CpG, islas N-Shelves,islas N-Short, islas S-
Short, pero aumenta en islas S-Shelves en células HeLa con disminucién de HOTAIR
(Figura 5a). Si posicionamos la isla CpG en el promotor, podriamos inferir que esta
cercana al sitio de inicio de la transcripcién, y la region S-shelves corresponderia al
cuerpo del gen. Por lo tanto, estos datos nos permiten sugerir que hay perdida de

hidroximetilacién en el promotor y ganancia en el cuerpo del gen.

Ademas, se analizé el numero de sondas que aumentan y disminuyen su nivel de
hidroximetilacion en las diferentes regiones CpG, y se observo que la mayoria de
sondas que aumentan (Figura 5b), como las que disminuyen (Figura 5c) se localizan
en la isla CpG. Asumiendo que las islas CpG estan en el promotor, entonces estos
datos coincides con lo ya observado previamente en la figura 4c, y sugiere que los
cambios en la hidroximetilacién por efecto de la disminucion de HOTAIR ocurren

principalmente en el promotor.
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HOTAIR se asocia a vias implicadas en cancer.

La mayoria de cambios en los niveles de hidroximetilacién, son observados en el
promotor (Figura 4c). El efecto funcional de este cambio, podria observarse en el nivel
de expresion del gen, lo cual a su vez podria estar afectando vias de sefializacion
relacionadas con la funcion del gen. Por ello, para determinar la posible implicacion
funcional de los genes que cambian su nivel de hidroximetilacién por efecto de la
disminucién de HOTAIR, se realizé un analisis de enriguecimiento de vias utilizando la
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG) de todos aquellos genes que
cambiaran su estatus de hidroximetilacion en su promotor. Podemos observar que las
vias enriguecidas (con un valor de p <0.05) en las que participan los 937 genes que
aumentaron su nivel de hidroximetilacion (Figura 4c), son leucemia mieloide crénica,
metabolismo de las purinas, contraccion vascular del musculo liso, citotoxicidad
mediada por células NK, cancer de pulmon de células pequefas, via de sefalizacion
de las neurotrofinas, biosintesis de los &cidos grasos insaturados, diabetes juvenil, via
de sefalizacion de calcio e interaccidn neuroactiva ligando-receptor (Figura 6a).
Mientras que en el grupo de genes que disminuyen su nivel de hidroximetilacion en su
promotor, participan en vias como melanogénesis, uniones estrechas, moléculas de
adhesién celular (CAMs), carcinoma de células basales, adhesiones focales, guia
axonal, via de sefalizacion Wnt, vias en cancer, interaccién neuroactiva ligando-
receptor (Figura 6b). Estos resultados concuerdan con lo ya encontrado previamente
en el grupo de trabajo (Datos no publicados) donde se observa de manera in vitro que
la disminucion de HOTAIR disminuye la actividad de la via de sefializacion Wnt. Estos
datos sugieren que el efecto que tiene HOTAIR en cancer, podria ser mediado por los

niveles de hidroximetilacién del DNA.
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Figura 6. Andlisis de enriquecimiento de vias de los genes que cambian su hidroximetilacion. Se
realizo el andlisis en GSEA, y se consideraron como vias enriquecidas aquellas que tuvieron un valor de
p <0.5.
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Genes que cambian su nivel de hidroximetilacion.

La hidroximetilacion del DNA, es una marca epigenética que esta distribuida en todo
el genoma (Shi et al., 2007). En este sentido, los genes pueden presentar cambios de
su nivel de 5hmC en diferentes sitios CpGs. Considerando esto, se realizé un analisis
en el que se incluyeron aquellos genes que cambiaron su nivel de hidroximetilacién en
tres 0 mas sondas, y encontramos que mas de 40 genes aumentaron y disminuyeron
su nivel de hidroximetilacion. Asi mismo también observamos, que algunos genes

como PRDM16, PTPRN2 y LMF1 en algunas sondas aumentaban y otras disminuian
su nivel de hidroximetilacion (Figura 7).
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Figura 7. Genes que cambian su hidroximetilacion en tres o més sondas. El total delta beta es
representado con la suma de los valores de cada sonda que cambio su hidroximetilacién mas de 0.5 en

barras amarillas, o menos de —0.5 en barras azules. En rojo se muestran los genes que coinciden en
ambos grupos.
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Genes que cambian su nivel de hidroximetilacién en el promotor.

A pesar de que algunos genes cambian su estatus de 5hmC en diferentes sondas, no
todos los cambios ocurren en una misma region. Hasta ahora, la evidencia muestra
gue el efecto de los niveles de hidroximetilacion en promotores se asocia con la
activacion transcripcional del gen. Por ello, se realiz6 el analisis de aquellos genes de
la figura 7 que aumentaran y disminuyeran su nivel de hidroximetilacién en el promotor
por efecto de la disminucion de HOTAIR. Podemos observar que genes como H19,
TRIM31, C1QB aumentan en diferentes sondas su nivel de hidroximetilacion (Figura
8a). Entre los genes que disminuyen los niveles de 5hmC en el promotor cuando se
disminuye a HOTAIR encontramos a PRDM2, C200rf194 y TNFRSF25 (Figura 8b).
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Figura 8. Genes que cambian su hidroximetilacion en el promotor. Genes que aumentan su
hidroximetilacién en diferentes regiones del promotor (a), y genes que disminuyen su hidroximetilacion
(b). Cada barra representa una sonda dirigida a un sitio CpG en el promotor. Los cambios son
observados en la linea celular HeLa con disminucién de HOTAIR respecto al control.
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La hidroximetilacién en el promotor induce la expresiéon génica.

Los patrones de 5hmC varian a través de todo el genoma, y aunque se consideré como
cambio valores mayores a 0.5 y valores menores a -0.5, se ha observado que cambios
sutiles también pueden influir en el nivel de expresion de un gen. Por ello, en este
estudio se realizé un mapeo de todos los sitios CpG analizados para genes que ya se
tiene conocimiento de que cambian su nivel de expresion en nuestro modelo de
estudio. La ubicacién gendmica de los CpGs analizados por gen tiene una cobertura
gue incluye regiones TSS1500 (a 1500 pb del sitio de inicio de la transcripcion),
TSS200 (a 200 pb del sitio de inicio de la transcripcién), 5’UTR, 1stExon (Primer exén),
Cuerpo del gen (Body) y region 3'UTR (Figura 9a). Uno de los genes analizados es
TET1, el cual observamos que aumenta su nivel de expresion (Figura 1b) cuando se
disminuye a HOTAIR. Podemos visualizar que el CpG mapeado con la sonda
€g14312538 ubicado en TSS1500, tiene un nivel de 5hmC mayor cuando se disminuye
a HOTAIR, sin embargo, a lo largo de todo el gen observamos que la mayoria de CpGs
tienen menor hidroximetilacion (Figura 9b). Este resultado indica que probablemente
este CpG sea importante en la regulacién transcripcional de TET1.

Ademas, también analizamos a IRF1, un gen que codifica para un factor de la
transcripcion que es considerado un supresor de tumor, ya que regula la expresion de
genes involucrados en proliferacion, apoptosis y respuesta inmune, eventos alterados
en cancer (Bouker et al., 2018). Nosotros observamos que cuando se disminuye a
HOTAIR, IRF1 aumenta sus niveles de 5hmC en las regiones TSS1500 y TSS200,
pero en parte de laregion 5"UTR y el cuerpo del gen disminuye la hidroximetilacién. El
efecto de estos cambios se observa en el aumento del nivel de expresion de IRF1

como consecuencia de la disminucion de HOTAIR.

CDH2 es un gen que codifica para la proteina N-Cadherina que es un marcador de
transicion epitelio mesénquima (EMT) (Chen et al., 2018). Determinamos el estatus
de 5hmC de este gen y observamos que desde la regién TSS1500, TSS200 y parte
del primer exén (1tsExdn) tienen niveles de 5hmC menores en células HelLa con
disminucién de HOTAIR, pero en algunos sitios del cuerpo del gen (Body) hay un ligero
aumento. El analisis de expresion revel6 que CDH2 disminuye su nivel de expresion
cuando se disminuye a HOTAIR.
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Todos estos resultados obtenidos, nos indican que los niveles de hidroximetilacion en
el promotor se correlacionan con el nivel de expresion del gen. Ademas de que el
efecto transcripcional que puede tener HOTAIR en algunos genes, podria ser mediado

por los cambios en los niveles de 5hmC.
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Figura 9. Niveles de hidroximetilacién de TET1. Las sondas dirigidas a cada gen, estan distribuidas
en varias regiones genoémicas pertenecientes al gen (a). Mapeo del estatus de hidroximetilacién para
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Discusién

Los RNAs largos no codificantes pueden modular la expresion de genes que influyen
en la regulacion del ciclo celular, supervivencia, respuesta inmune, pluripotencia, entre
otras funciones que determinan el fenotipo de células cancerosas (Huarte, 2015), y
debido a los procesos biolégicos en los que participan los genes regulados por
INcRNAs, se ha propuesto a estas moléculas como participantes clave en las
caracteristicas del cancer (Rao et al., 2017). HOTAIR es uno de estos RNAs,
considerado un regulador maestro de genes debido a que induce la expresion de
oncogenes y reprime la expresion de genes supresores de tumor (Gupta et al.,2010).
Los mecanismos de regulacion transcripcional mediados por HOTAIR incluyen el
reclutamiento de complejos remodeladores de la cromatina como PRC2 (Complejo
Represivo Polycom 2), el cual induce la trimetilacion de la lisina 27 en la histona 3 (Ma
et al., 2014). Sin embargo, en unos estudios ya se ha mostrado que HOTAIR participa
en la metilacion de genes supresores de tumor como WIF1y PCDH10 (Lee et al., 2016;
Su et al., 2017).

En este estudio nos intereso valorar el efecto de HOTAIR en la hidroximetilacion del
DNA, debido a que previamente se ha observado un papel importante de HOTAIR en
la metilacién del DNA, y cambios en los patrones de metilacién pueden conducir a
cambios en los niveles de hidroximetilacion (Li & Liu 2011). Asi mismo se ha observado
gue HOTAIR tiene un efecto en el nivel de expresion de TET1 una de las enzimas que
cataliza la hidroximetilacion (Figura 1b). Ademas, estudios previos han reportado que
el nivel de expresiéon de la enzima TET1 y no de TET2 y TET3, esta disminuido tanto
en pacientes (Bronowicka-Ktys et al., 2017), como en lineas celulares de céncer
cervical (Ciccarone et al., 2014; Huisman et al., 2016). Por lo que, el efecto que tiene
HOTAIR en el nivel de expresion de TET1 podria cambiar los patrones de

hidroximetilacion del DNA.

En nuestro estudio se realiz6 la determinacion del nivel de hidroximetilacion a través
de la estimacion de la diferencia entre los valores beta BS y oxBS (Figura 2). A pesar
de que hay estudios que demuestran que el aumento en el nivel de expresion de TET1
aumenta los niveles de hidroximetilacion global, nosotros observamos un resultado

contrario a lo reportado previamente (Neri et al., 2013). En algunos estudios, se ha
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mostrado que la disminucion de HOTAIR disminuye la proliferacién celular (Li et al.,
2018), la migracion y la invasion en la linea celular HeLa (Kim et al., 2015). La
alteracién de estos procesos, podria sugerir que las caracteristicas del fenotipo
canceroso son reducidas por efecto de la disminucién de HOTAIR. En células
cancerosas generalmente se observa que los niveles de 5hmC estan disminuidos
respecto al tejido normal (Li & Liu 2011), por ello, esperabamos que al disminuir a
HOTAIR aumentaran los niveles de hidroximetilacion global, sin embargo, el resultado
obtenido fue totalmente contrario (Figura 2c). En este contexto ya se ha reportado que
en algunas lineas celulares de cancer hay aumento de los niveles globales de 5hmC,

tal es el caso de cancer pancreatico (Bhattacharyya et al., 2013).

También analizamos el estatus de hidroximetilacion por cromosoma y encontramos
gue en el cromosoma 1, los niveles de 5hmC son mayores en células HelLa con
disminucion de HOTAIR (Figura 3), a pesar de que no hay estudios que muestren
diferencias en los niveles de 5hmC, si hay reportes de manera mas particular que han
encontrado que en diferentes tipos de cancer hay perdida del locus del cromosoma
1p36 (Bagchi & Mills, 2008). Este locus es importante debido a que alberga genes que
son catalogados como genes supresores de tumor. Ademas, también se ha
relacionado la disminucion o perdida de la expresion de estos genes debido
hipermetilacién en su promotor (Mori et al., 2017). Por lo tanto, el aumento en el nivel
de hidroximetilacion de este cromosoma podria sugerir que los genes localizados ahi,

seran re-expresados cuando se disminuyen los niveles de HOTAIR.

La distribucion gendmica de la hidroximetilacion tiene un efecto funcional dependiendo
de que regiones gendémicas que sean hidroximetiladas (Wu et al., 2011). Cuando se
analiza el perfil de 5hmC por regiones genémicas, observamos que, los niveles de
5hmC disminuyen en islas shelves-N, islas short-N, islas CpG, islas short-S, y aumenta
en islas shelves-S (Figura 5a). Estos datos concuerdan con lo ya reportado, donde
observa que la hidroximetilacion en células de cancer pancreatico esta disminuida en

promotores, exones, islas CpG e islas shore (Bhattacharyya et al., 2013).

El efecto funcional que tiene la hidroximetilacion es relacionada con la actividad

transcripcional del gen. Por ello, para conocer la posible implicacion funcional de los

27



Efecto de ladisminucién de HOTAIR en la hidroximetilacion global en la linea celular HeLa

cambios en el nivel hidroximetilacion, se realiz6 un analisis de enriguecimiento de vias
de aquellos genes que cambiaron su hidroximetilacion en regiones promotoras.
Encontrando que 937 genes aumentaron y 2074 disminuyeron su nivel de 5hmC
(Figura 4c), cabe destacar que los genes que los dos grupos de genes estaban
involucrados en vias que ya se han reportado como alteradas o desreguladas en
cancer (Figura 6). Pero es interesante observar que algunos de los genes que
disminuyen su hidroximetilacion estan implicados en la via de sefializacion de Wnt
(Figura 6b), una via comunmente alterada en varios tipos de cancer humano (Zhan et
al., 2016). A pesar de que nuestro analisis para el enriquecimiento de vias no incluye
una metodologia experimental, previos andlisis en nuestro grupo de trabajo revelan
gue HOTAIR puede modular la actividad de esta via de sefalizacion (Tesis de
doctorado Salmeron-Barcenas Erick Genaro). Asi mismo, estos datos concuerdan con
lo ya reportado en otros modelos celulares, donde se observa que la sobreexpresion
de HOTAIR activa esta via de sefalizacién (Li et al.,, 2016). Ademas, de manera
independiente también se ha observado que, en modelos celulares de cancer de colon,
la re-expresion TET1 induce el aumento en la expresién de reguladores negativos de
la via Wnt (Neri et al., 2015) y en consecuencia la reduccion de la actividad de esta via

de sefializacion.

También analizamos el estatus de 5hmC en el promotor de diferentes genes. H19 es
un RNA largo no codificante que ha sido considerado supresor de tumor (Yoshimizu et
al., 2008). TRIM31 es una proteina que regula negativamente el ciclo celular (Li et al.,
2014). C1QB es un gen gue se ha observado que en glioblastoma disminuye su
expresion (Janoueix-Lerosey et al., 2004). En estos genes se encontrd que aumentan
su hidroximetilacién en el promotor, por lo que podemos sugerir que aumentaran su
nivel de expresion (Figura 8a). Mientras que en PRDM2 (miembro de la superfamilia
de metiltransferasas de histonas/proteinas), C200rf194 (gen no caracterizado) y
TNFRSF25 (miembro de la familia de receptores TNF) disminuyeron su nivel
hidroximetilacién en el promotor (Figura 8b). Si bien, en estos genes no se evaluo el
nivel de expresion, para determinar el efecto de la hidroximetilacion en la expresion de
genes, se analiz6 la hidroximetilacion en genes de los que ya se conoce el nivel de
expresion en células HelLa con disminucion de HOTAIR. Uno de estos genes es TET1
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(Figura 1b), IRF1 y CDH2, tanto para TET1 e IRF1 encontramos que sus niveles de
expresion aumentan, y que en sitios particulares de la region TSS1500 de ambos
genes hay aumento de hidroximetilacion (Figura 9b, 10a y 10b). Mientras que CDH2
disminuye su expresion y observamos que desde la region TSS1500, TSS200 y parte
del primer exén (1tsExdn) tienen niveles de 5hmC menores en células HelLa con
disminucién de HOTAIR, pero en algunos sitios del cuerpo del gen (Body) hay un ligero
aumento de hidroximetilacion (Figura 10c y 10d). Estos resultados nos sugieren que la

hidroximetilacion del DNA en promotores se asocia con la activacion transcripcional.

Conclusiones
e La disminucion de HOTAIR disminuye el nivel de hidroximetilacion global en la

linea celular HelLa.

e HOTAIR tiene un papel importante en cancer mediante la regulacion de vias de
sefalizacion asociadas a esta patologia, y el efecto de HOTAIR en estas vias,
puede ser mediado por su efecto en la hidroximetilacion del DNA.

e El aumento en los niveles de hidroximetilacion en el promotor de TET1, e IRF1
mediados por la disminucién de HOTAIR, se asocia al aumento de sus niveles

de expresion.
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