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Resumen

HOTAIR es un IncRNA que regula la expresion de genes via metilacion del DNA. En
cancer cervical HOTAIR se encuentra sobre-expresado y regula procesos celulares
como migracién, invasion, proliferaciéon y apoptosis, entre otros. En las células
tumorales los procesos de migracion e invasién celular son favorecidos por
alteraciones en el perfil de expresion de moléculas de adhesion celular, modificando
la forma en que las células interactian con la Matriz Extracelular (MEC) y con sus
células adyacentes. En este trabajo fue de nuestro interés conocer el efecto de la
disminucién de la expresion de HOTAIR en la metilacion y expresion de genes que
participan en adhesion celular (CDH3, HLA-DRA, ITGA8 y VCAM1) en la linea celular
de cancer cervical HelLa. Para determinar dicho efecto, se disminuyo la expresion de
HOTAIR mediante un RNA de interferencia. Para determinar el estado de metilacion
de los genes se realizé PCR-SM previa modificacion del DNA con bisulfito de sodio y
el nivel de expresion de los genes se determiné mediante RT-qgPCR. Los resultados
muestran que la disminucion de HOTAIR aumenta la metilacion de CDH3, HLA-DRA,
ITGA8 y disminuye la metilacion de VCAML. Consistente con nuestros resultados, la
disminucion de HOTAIR reduce la expresion de CDH3 y HLA-DRA. Por otro lado,
ITGA8 y VCAML1 no se expresaron en células HeLa. De manera adicional, observamos
gue la disminucién de HOTAIR afecta la expresion de SUZ12 y EZH2, moléculas que
forman parte de PRC2. Este complejo puede regular la expresion de genes y promueve
metilacion del DNA via EZH2. En conjunto, nuestros datos sugieren que HOTAIR
puede regular la metilacién y expresion de CDH3 y HLA-DRA y afectar la metilacion

de ITGA8 y VCAML. Este mecanismo podria ser regulado por EZH2.

Palabras clave: HOTAIR, metilacion del DNA, Moléculas de adhesién celular, EZH2,

cancer cervical.
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Abstract

The IncRNA HOTAIR regulates gene expression through DNA methylation. HOTAIR is
overexpressed in cervical cancer and modulates migration, invasion, proliferation, and
apoptosis among other cellular processes. The migration and cellular invasion events
in tumoral cells are enhanced by changes in the expression profile of adhesion
molecules, which promotes alterations in the interaction dynamics between tumoral
cells-extracellular matrix (ECM) and tumoral cells-other cells. In this project, we aimed
to study the effect of downregulated HOTAIR level over methylation and expression of
adhesion molecules genes (CDH3, HLA-DRA, ITGA8 y VCAM1) in a cervical cancer
line, HeLa. To determine the HOTAIR effect in methylation and expression of CDH3,
HLA-DRA, ITGA8 y VCAML1, we diminished HOTAIR expression using an interfering
RNA. The methylation of the promoter region in all genes was determined by sodium
bisulfite modification coupled to PCR-SM. Gene expression was evaluated by RT-
gPCR. Our results show that the downregulated HOTAIR levels increase DNA
methylation of CDH3, HLA-DRA, ITGA8 and decreased VCAM1 gene methylation.
Consistently, HOTAIR downregulation reduces CDH3 and HLA-DRA expression levels.
Nevertheless, we did not observe ITGA8 and VCAM1 expression in HelLa cells.
Additionally, we observed that HOTAIR downregulation affects SUZ12 and EZH2
expression, which are components of Polycomb Repressive Complex 2 (PRC2). This
complex can regulate gene expression and promotes DNA methylation by EZH2.
Together, our results suggest that HOTAIR regulates expression of adhesion
molecules such as CDH3 y HLA-DRA through DNA methylation, also affects the
promoter region methylation of ITGA8 and VCAML1 genes. This mechanism is probably
catalyzed by EZH2.

Key words: HOTAIR, DNA methylation, cellular adhesion molecules, EZH2, cervical

cancer.
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Introduccion

El cancer es una enfermedad causada por cambios en la expresion de los genes que
controlan las funciones primordiales de las células. Estos cambios pueden ser
genéticos y epigenéticos. En los diferentes tipos de tumores, los defectos epigenéticos
son algunas de las alteraciones celulares que conducen al fenotipo maligno (Duefias
et al., 2005). Los mecanismos epigenéticos que regulan la expresién de genes,
incluyen la metilacion del DNA, modificaciones de histonas y la participacion de RNAs

no codificantes (Lu et al., 2012).

La metilacién del DNA consiste en la adicion de un grupo metilo en el carbono 5 de las
citosinas, proceso llevado a cabo por DNA metil transferasas (DNMTSs), dentro de un
contexto de dinucledtidos citosina-fosfato-guanina (CpG), localizados generalmente
dentro de islas CpGs (Fhang et al., 2014). Las islas CpGs frecuentemente se
encuentran en promotores de genes 0 exones que usualmente no estan metilados en
células normales (Costello et al., 2000), sin embargo, en células cancerosas existen
alteraciones en los patrones de metilacion, en los cuales hay hipermetilacion especifica
de genes e hipometilacion global (Bhat et al., 2017). La metilacion aberrante de genes
resulta en la activacion de oncogenes, activacion de transposones, pérdida de la
impronta gendmica y silenciamiento de genes supresores de tumor (Duefias et al.,
2005; Yang et al., 2013).

Los RNAs no codificantes (ncRNAs) participan en diferentes procesos celulares y
pueden regular la expresién de genes (Peng et al., 2016). Los ncRNAs se clasifican
en dos grupos con base en el numero de nucleétidos: los ncRNAs pequefios con
menos de 200 nucledtidos de longitud (incluidos los microRNAS) y los ncRNAs largos
(IncRNA), con méas de 200 nucledtidos (Sotillo y Tikhonenko, 2011). Algunos INCRNAs
pueden actuar como estructuras de andamiaje entre la maquinaria de regulacion
epigenética y el DNA, permitiendo el reclutamiento de enzimas respectivas a loci
gendmicos especificos (Bure et al.,, 2018). HOTAIR (RNA transcrito antisentido

intergénico HOX por sus siglas en inglés) es un IncRNA ampliamente estudiado, cuyo
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gen se localiza en el locus HOXC en el cromosoma 12g13.13 y es codificado de la

cadena antisentido (Rinn et al., 2007).

HOTAIR actla como una molécula de andamiaje para coordinar el reclutamiento de
complejos asociados a represion transcripcional, como PRC2 (formado por las
subunidades EZH2, SUZ12 y EDD) y el complejo LSD1/CoREST-REST. La interaccién
HOTAIR-PRC2 promueve la H3K27me3 (la trimetilacion de la lisina 27 de la histona
3), e inhibe la expresién de genes. Asimismo, la interaccion HOTAIR-LSD1/CoREST-
REST promueve la desmetilacion de H3K4me2, y contribuye al silenciamiento de
genes (Gupta et al., 2010; Tsai et al., 2010). HOTAIR promueve, ademas, cambios en
la metilacion del DNA en distintos genes y puede cumplir un papel dual ya sea
promoviendo o disminuyendo la metilacion (Bure et al., 2018). La proteina EZH2, una
de las subunidades del complejo PRC2, puede reclutar DNMTs y modificar la
metilacion del DNA (Vire et al., 2006), lo que sugiere que HOTAIR regula la metilacion
del DNA a través de la interaccion indirecta con DNMTs. Se ha reportado en cancer
de ovario que HOTAIR induce cambios en la metilacion del DNA en distintos genes,

algunos de ellos genes blanco de PRC2 (Teschendorff et al., 2015).

Varios estudios muestran que HOTAIR esta sobre-expresado en distintos tipos de
cancer (Wu et al., 2014). En cancer cervical, HOTAIR se encuentra sobre-expresado,
evento que se ha asociado con el aumento de la invasion, migracion y proliferacion
celular (Huang et al., 2014; Kim et al., 2015; Jing et al., 2015). La metilacion aberrante
de genes es un evento temprano y frecuente en este tipo de cancer (Yang et al., 2013)
y se ha reportado la hipometilacion de oncogenes, asi como la hipermetilacion de
genes supresores de tumor, los cuales en células normales pueden participar en
distintos procesos bioldgicos; genes pro-apoptéticos como DAPK (proteina cinasa
asociada a muerte); genes relacionados con la reparacion del DNA, como MGMT;
genes implicados en la regulacion del ciclo celular, como pl16 y genes que participan
en la adhesién celular como CDH1; que, en cancer, son silenciados debido a

hipermetilacion en su promotor (Yin et al., 2017; Lu et al., 2012).
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Recientemente en nuestro grupo, se realizdé el andlisis de la metilacion global en
respuesta a la disminuciéon de HOTAIR en la linea celular HeLa. Los resultados
mostraron 795 sitios CpGs diferencialmente metilados (correspondientes a 488 genes:
384 genes hipermetilados y 104 genes hipometilados). Una vez que se analiz6 la
funcion en la que participan dichos genes se encontré que 488 genes estan implicados
en vias relacionadas a cancer, tales como la via WNT, endocitosis, moléculas de

adhesion celular, entre otras (Blanco, E., datos no publicados).

Una de las vias principales en la que participan los genes con cambios en la metilacion
del DNA es la via que involucra moléculas de adhesion celular. La adhesién celular
involucra la unién de células a la matriz extracelular (MEC), la unién a otras células, o
bien, a una superficie especifica. Este proceso es esencial para el crecimiento y
supervivencia de la célula. Alteraciones en la adhesion célula-MEC y célula-célula
facilitan la invasion y metastasis (Szalmas et al., 2009). De hecho, en cancer es comun
la inhibicion de la expresiéon de genes que codifican para moléculas de adhesion celular
gue permiten el anclaje célula-célula o célula-MEC. Por otro lado, también existe
sobre-expresion de moléculas de adhesion asociadas a migracion celular y a otros

procesos (Hanahan y Weinberg, 2011).

Algunos de los genes que participan como moléculas de adhesion celular y que
presentaron cambios en la metilacion del DNA fueron cadherina 3 (CDH3), subunidad
alfa de integrina 8 (ITGA8), complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il, DR alfa
(HLA-DRA) y la molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM1). Diversos estudios
indican que el aumento o disminucion de la expresion de estos cuatro genes tienen un
papel importante en diversos tipos de cancer. Actualmente no existen reportes del
estado de metilacion y expresion de estos genes en cancer cervical, asi como del
efecto de la metilacién en el nivel de su expresion. Por lo anterior, en este trabajo
estamos interesados en evaluar el efecto de HOTAIR en la metilacion y expresion de
los genes CDH3, ITGA8, HLA-DRA y VCAML1, implicados en la adhesion celular en

células Hela.
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Material y métodos

Cultivo celular. Las células HelLa fueron sembradas en medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM-F12), suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2.0 mM
de L-glutamina, 1.0 mM de piruvato de sodio, 100 ug de estreptomicina'y 100 U/mL de
penicilina (Gibco-BRL, Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos) e incubadas
a 37°C en 5% de CO:a.

Transfecciones. Para disminuir los niveles de expresion de HOTAIR, las células HeLa
se sembraron en placas de 12 pozos hasta una confluencia del 80%. Después se
transfectaron a las 0 y 24 h con 3.28 uL (20 uM) de DsiHOTAIR (RNA de interferencia
dirigido para HOTAIR) y/o DsiControl (RNA de interferencia control) (No. Cat.
51011403, Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa, Estados Unidos) mediante
el uso de lipofectamina 2000 (No. Cat. 11668019, Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, California, Estados Unidos). La secuencia DsiHOTAIR utilizada fue 5' UAA
CAA GAC CAG AGA GCU GUU y para DsiControl (NC) 5' CUA CAA CAG CCA CAA
CGU CdTdT. Las células se cosecharon a las 48 h post-transfeccion para los andlisis
posteriores.

Extraccion de RNA. Se realizdé extraccion de RNA total con TRIzol (No. Cat.
15596018, lote 144303, Ambion by Life Technologies, Estados Unidos). Las células
transfectadas se lavaron 2 veces con PBS 1x frio y estéril, se agregaron 400 pL de
TRIzol, 80 pL de cloroformo, 500 pL de isopropanol frio y 200 uL de etanol al 70%.
Finalmente, el RNA se resuspendié en 20 uL de agua DEPC. La cuantificacion del
RNA se realizO mediante espectrofotometria utilizando el equipo Nanodrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos), a una longitud de onda de
260/280 nm.

Analisis de vias enriquecidas utilizando KEGG. A partir de los datos obtenidos del

microarreglo de metilacion HumanMethylation450 BeadChip (Blanco, E., datos no
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publicados), se realizé el andlisis de enriqguecimiento de vias de los genes en los que
aumentd o disminuyo la metilacion, clasificando los grupos de acuerdo con las
diferentes regiones gendmicas analizadas (promotor, cuerpo del gen, ler exodn,
regiones 5" y 3’'UTR). Para el analisis de enriquecimiento se utilizé la base de datos
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) y, con base en los criterios del
programa, el andlisis de enriquecimiento de genes fue considerado significativo

cuando el valor de p<0.05.

Extraccion de DNA. Se realiz6 extraccion de DNA total de las células transfectadas
con el DsSiIHOTAIR y DsiCONTROL utilizando el Experimental protocol for DNA
isolation (Invitrogen, No. Cat. 15596026) con algunas modificaciones (Anexo 2). La
cuantificacion se realiz6 mediante espectrofotometria usando el equipo Nanodrop
2000 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos), a una longitud de
onda de 260/280 nm.

Modificacion de DNA con bisulfito. Se modificaron 2 ug de DNA utilizando el Kit EZ
DNA Methylation-Gold™ (No. Cat. D5006, lote: ZRC183408; Zymo Research, The
Epigenetics COMPANY; México, CDMX) para la conversion con bisulfito de sodio; la
preparacion de las muestras y reactivos se realizd siguiendo las instrucciones
sugeridas en el protocolo, con algunos cambios. EI DNA modificado se eluyd en 20 pl
de agua estéril y fue utilizado para la PCR-SM.

PCR sensible a metilacion (PCR-SM). El estado de metilacién en los genes se
analizé mediante PCR-SM utilizando el DNA modificado con bisulfito de sodio. Se
utilizé el kit AmpliTag Gold™ 360 Master Mix (Lote: 1803072, Applied Biosystem,
Estados Unidos) en un volumen final de 10 yL. La secuencia de los oligonucledétidos y
la temperatura de alineamiento para cada gen se indican en la Tabla 1. Los
oligonucledtidos se utilizaron a una concentracion de 10 uM para VCAM1 y a 5 uM
para CDH3, HLA-DRA e ITGAS8. Las condiciones de amplificaciébn para cada gen
fueron 10 min a 95°C, seguido de 35, 33 o 32 ciclos (CDH3, ITGA8, HLA-DRA y
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VCAML, respectivamente) de 30 s a 95°C, 30 s a la temperatura de alineamiento
indicada en la Tabla 1, 30 s a 72°C y finalmente 10 min a 72°C. Los productos de PCR
fueron analizados en geles de agarosa al 2%, visualizados bajo luz UV y fotografiados.

RT-gPCR. Para determinar el nivel de expresion de los genes estudiados se utilizo el
reactivo SCRIPT One-Step RT-qPCR Green Master highROX (Lote: 116.153, Jena
Bioscience, Jena, Alemania). Se utilizaron 100 ng de RNA total y oligonucleétidos
especificos para cada gen (Tabla 1) (Integrated DNA Technologies, Coralville, lowa,
Estados Unidos). Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 15 min a
50°C, 5 min a 95°C (retrotranscripcion), y 40 ciclos a5 s a 95°C, 30 s a la temperatura
de amplificacion de cada gen (ver Tabla 1), 30 s a 72°C. Las reacciones se realizaron
en un volumen final de 10 pL utilizando el equipo QuanStudio 3 Real-Time PCR
System (Applied Biosystem, California, Estados Unidos). Para cada reaccion se
utilizaron 2.0 pL de H20, 5 pL del Mix SCRIPT Green Master, 0.5 pyL de cada
oligonucledtido (sentido y antisentido, 10 uM) y 2.0 uL de RNA total (50 ng/ul). Los
datos fueron normalizados usando GAPDH como control end6geno y los niveles de
expresion se determinaron utilizando el método comparativo 222CT (Schmittgen y

Livak, 2008). Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
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Tabla 1. Secuencias de oligonucleotidos usados en este estudio

Gene

PCR-SM

CDH3

ITGA8

HLA-DRA**

VCAM1**

RT-gPCR
HOTAR**

GAPDH**

CDH3

ITGA8

HLA-DRA

VCAM1

EZH2**

SuUzZ12**

Secuencia

F5
R5
F5
R5
F5
R5

F5
R5

F5
RS
F5
RS
F5
R5
F5
R5
F5
R5
F5
RS
F5
RS
F5
R5

GGC GGG ATT TCG TGG CGT
ATA AAA CAA CTACCG CGA CG

GCG GGT GGG AGT AGACGT C
CTA CCC AAA AAC GCG AAC CG

TGG GAG GTA GAAGTAGGT AGATTAC
TCC CGA ATA ACT AAAACT ACAAAC G

TATTTTATT TCG CGG TATTTG TAT C
CCC AAACAT TTT AAATTACTATCG TA

CAG TGG GGA ACT CTG ACT CG
GTG CCT GGT GCT CTC TTACC

CCG GGA AAC TGT GGC GTG ATG G
AGG TGG AGG AGT GGG TGT CGC TGT T

TGA CCA CAA GCC CAAGTT TAC
TAA GCA ACC ACC CCATTG TAG

ACATTCTGG TGG ACT GTG G
AAT CCCTTGTTGTTG CGT TC

CAA AAG CAA TGC AGC AGA AC
GCCAGCTTT GTAAAGCCATT

CGA ATGA GGG GAC CACATCT
GAC TGT GAT CGG CTT CCC AG

GTA CAC GGG GAT AGA GAATGT GG
GGT GGG CGG CTTTCT TTATCA

AGG CTG ACCACG AGCTTTTC
GGT GCT ATGAGATTC CGAGTTC

TA, temperatura de alineamiento; ** Iniciadores disefiados

TA

57

57

55

55

60

60

60

60

57

62

65

60

Referencia

Paredes, et
al., 2005
Cai, et al.,
2007

Kumara et
al., 2017
Ryu et al.,
2016

Lee, et al.,
2012

Cao, et al.,
2017
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Resultados

Andlisis de enriquecimiento de vias

Para identificar en qué vias o procesos biolégicos estan implicados los genes con
cambios en el nivel de metilacion (identificados en el arreglo de metilacion
HumanMethylation450 BeadChip), se realizé el andlisis de vias enriquecidas utilizando
la base de datos Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). El analisis se
realizo a partir de 417 genes diferencialmente metilados en respuesta a la disminucién
de HOTAIR. Se realizé el anélisis KEGG para cada grupo de genes: 108 genes con
aumento y 24 genes con disminucién de la metilacién en el promotor (Figura 1a y b),
226 genes con aumento y 59 genes con disminucion de la metilacién en el cuerpo del
gen (Figura 1c y d). Asimismo, se realizé el analisis para 7 genes en los que aumentoé
o disminuy6 la metilacion en el primer exon, 49 genes con aumento o disminucion de
la metilacion en la regiéon 5"UTR y 9 genes con aumento o disminucion de la metilacion
enlaregion 3'UTR, en los que no encontramos vias o procesos celulares enriquecidos
(datos no mostrados). El analisis KEGG fue considerado significativo cuando el valor
de p<0.05. Cabe sefialar que las vias con mayor significancia fueron moléculas de
adhesion celular (1a) y Endocitosis (1c). Para este trabajo, nos interesamos en los
genes involucrados en la via de moléculas de adhesion celular, dada la importancia
que tiene la adhesion celular en el desarrollo y progresion del cancer (Szalmas et al.,
2009), y por la importancia que tiene la metilacion de promotores en la expresion de

genes (Fang et al., 2014).
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a) 108 genes que aumentan la metilacion en el promotor
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C) 226 genes que aumentan la metilacion en el cuerpo del gen
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Figura 1. Andlisis de vias enriquecidas mediante KEGG. Se realizd el analisis de las vias en las
que participan 132 genes diferencialmente metilados en el promotor y 285 genes diferencialmente
metilados en el cuerpo del gen. a) Se muestra el andlisis de enriquecimiento de 108 genes en los
que aumenta la metilacién en el promotor, b) Analisis de enriquecimiento de 24 genes en los que
disminuye la metilaciéon en el promotor, c¢) Analisis de enriquecimiento de 226 genes en los que
aumenta la metilacién en el cuerpo del gen y d) Analisis de enriquecimiento de 59 genes en los que
disminuye la metilacién en el cuerpo del gen.
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Disminucidn del nivel de expresién de HOTAIR en la linea celular HelLa.

HOTAIR se encuentra sobre-expresado en distintos tipos de cancer y su funcién como
regulador maestro de genes promueve la presencia de eventos bioldgicos que
favorecen al cancer, incluido el cancer cervical (Huang et al., 2014; Kim et al., 2015).
Para evaluar el efecto de HOTAIR en la metilacion y expresion de genes en la linea
celular HeLa, montamos un modelo de estudio en el cuél se disminuyé el nivel de
expresion de HOTAIR mediante transfeccion con DsiHOTAIR y DsiControl. Las células
fueron cosechadas 48h post-transfeccion y se determiné el nivel de expresion de
HOTAIR por RT-gPCR. Los resultados del nivel de expresion de HOTAIR en células
transfectadas con DsSiHOTAIR muestran que disminuye 80% su expresion respecto a
las células transfectadas con el DsiControl (Figura 2). Lo anterior indica la eficiencia

del DsiHOTAIR empleado en nuestro modelo experimental.

1.2 =
1.0 =
0.8 =
0.6 =
0.4 =

0.2 =

Expresiéon relativa (HOTAIRIGAPDH)

0.0
DsiCONTROL DsiHOTAIR

Figura 2. Disminucién del nivel de expresion de HOTAIR en la linea celular HeLa mediante
DsiRNA. Las células HelLa fueron transfectadas con un DsiRNA dirigido para HOTAIR y un DsiRNA
control. El nivel de HOTAIR fue determinado por RT-gPCR y normalizado respecto a GAPDH. Los
resultados son expresados como la media + D.E. (Desviacion Estandar), de al menos tres
experimentos independientes por triplicado. * p<0.05
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Efecto de la disminucion de HOTAIR en la metilacién de los genes CDH3,
ITGA8, HLA-DRA y VCAML1.

Dado que HOTAIR tiene un papel importante en la regulacion de la expresion de
genes, un gran numero de éstos puede cambiar su expresion en funcién del nivel de
expresion de HOTAIR (Gupta et al., 2010). Sin embargo, los mecanismos por los
cuales regula su expresion de genes son diversos. La metilacion del DNA es un
mecanismo epigenético que regula la expresion de genes y se sabe que HOTAIR
modula la metilacion del DNA (Blanco, n.d.; Teschendorff et al., 2015). Para evaluar el
efecto de la disminuciéon de HOTAIR en la metilacién de los promotores de los genes
CDH3, ITGA8, HLA-DRA y VCAML, se realiz6 PCR-SM. Los resultados muestran que
la disminucion de HOTAIR aumenta la metilacion en el promotor de CDH3, ITGA8 y
HLA-DRA y disminuye la metilacion en el promotor de VCAM1 (Figura 3a-d). Aunque
los resultados respecto a CDH3 y HLA-DRA no fueron significativos, los resultados

sugieren que HOTAIR afectar la metilacion de los cuatro genes.
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a) CDH3 b) HLA-DRA
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Figura 3. Efecto de HOTAIR en la metilacion de los genes CDH3, HLA-DRA, ITGAS, y VCAM1
en lalinea celular HeLa. a-d (parte superior). Imagen representativa del estado de metilacion del
promotor de cada gen, tanto en células DsiControl, como en células DsiHOTAIR. a-d (parte
inferior). Semi-cuantificacion del nivel de metilacion de cada gen mediante densitometria. Los
resultados son expresados como la media + D.E. (Desviacién Estandar) de 3 experimentos
independientes. *p < 0.05
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Efecto de la disminucion de HOTAIR en la expresiéon de los genes CDH3, HLA-
DRA, VCAM1 e ITGAS8 en lalinea celular HeLa.

Para evaluar el efecto de la disminucion de HOTAIR en la expresion de los genes antes
mencionados realizamos RT-qPCR del RNA obtenido de células HelLa transfectadas
con DsiControl y DsiHOTAIR. Los resultados sugieren que la disminucion de HOTAIR
reduce la expresion de CDH3 y HLA-DRA respecto a células control (Figura 4a y b).
Por otro lado, observamos que los RNAm de ITGA8 y VCAM1 no pudieron ser
detectados en la linea celular HeLa. Para demostrar que nuestro sistema de deteccion
de estos RNAm funciona, los detectamos en células HS587T y HCC1187 (lineas
celulares de cancer de mama), en las cuales previamente se ha reportado la presencia
de los mensajeros de ITGA8 y VCAML. En la figura 4c mostramos que se lograron

amplificar ambos genes.
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300 pb
200 pb

Figura 4. Efecto de ladisminucion de HOTAIR en la expresion de los genes CDH3, HLA-DRA,
ITGAS8, y VCAML. Las células HelLa fueron transfectadas con un DsiRNA dirigido para HOTAIR y
DsiRNA control. El nivel de expresion de los 4 genes fue determinado por RT-gPCR y normalizado
respecto a GAPDH. Las graficas muestran el nivel de expresién de CDH3 y HLA-DRA en la linea
celular HelLa (ay b). La expresion de ITGA8 y VCAML1 fue detectada Unicamente en la linea celular
HSS87T y HCC1187, respectivamente, pero no en células Hela (c). Los resultados son expresados
como la media + D.E. (Desviacién Estandar), de al menos tres experimentos independientes. *
p<0.05
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Efecto de la disminucion de HOTAIR en la expresién de las subunidades del
complejo PRC2 (EZH2 y SUZ12).

Ha sido bien caracterizado que HOTAIR regula la expresion de genes a traves de su
interaccion con PRC2, formado por las subunidades EZH2, SUZ12 y EDD. Asimismo,
se ha observado que los patrones de expresion de genes cambian en funcion de la
expresion de las subunidades de este complejo (Gupta et al., 2010). Aunado a esto,
uno de los mecanismos por los cuales HOTAIR podria regular la metilacion del DNA
es a través del reclutamiento de DNMTs mediante EZH2, por lo tanto, decidimos
evaluar el efecto de la disminucién de HOTAIR en la expresion de las subunidades
EZH2 y SUZ12, y se observl que la disminucion de HOTAIR disminuye la expresion

de SUZ12 y aumenta la expresion de EZH2, sin embargo, éste ultimo dato no resultd
significativo (Figura 5).

[J DsiHOTAIR
Il DsiControl

n
&)
1

—

=
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1

Expresion relativa (Gen/GAPDH)

EZH2 SUZ12

Figura 5. Efecto de la disminucion de HOTAIR en la expresion de los genes EZH2 y SUZ12 en
la linea celular HelLa. Las células fueron transfectadas con DsiControl y DsiHOTAIR y
posteriormente cosechadas 48h post-transfeccion. El nivel de expresion de EZH2 y SUZ12 fue
determinado mediante RT-gPCR y normalizado respecto a GAPDH. Los resultados son expresados
como la media £ D.E. (Desviacion Estandar) de 3 experimentos independientes. *p < 0.05.
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Discusién

Los IncRNAs pueden coordinar la dinamica de la cromatina, modular la estabilidad de
RNAs no codificantes y RNAm y regular la metilacion del DNA para en su conjunto
modular la expresion de genes (Forrest et al., 2017). HOTAIR es un IncRNA que se
encuentra sobre-expresado en distintos tipos de cancer, incluido el cancer cervical
(Huang et al., 2014). El efecto de HOTAIR en procesos que favorecen el cancer es
mediado, en parte, por la regulacién de la expresion de genes que cumplen un papel
importante en la regulacion de dichos procesos. Uno de los mecanismos por los cuales
HOTAIR regula la expresion de genes es via metilacion del DNA, ya sea al reclutar
DNMTs a través del complejo PRC2 (Vire et al., 2006) o al regular la expresion de
DNMTs (Fang et al., 2016; Blanco n.d.).

Previamente, en nuestro grupo se realizd un analisis de metilacion global en respuesta
a la disminucion de HOTAIR en la linea celular HeLa. Se observé que alrededor de
400 genes cambian su metilacion y dichos genes participan en distintos procesos o

vias relacionadas con el cancer (Blanco, E., datos no publicados).

Posteriormente, realizamos el analisis KEGG para identificar las vias o procesos
celulares en las que participan los genes con cambios significativos en la metilacion
del DNA en las distintas regiones gendémicas en respuesta a la disminucion de
HOTAIR. La metilacion de sitios CpGs en los promotores de genes esta asociada con
condensacion de la cromatina e inhibicion de la transcripcion (Costello et al., 2000). El
silenciamiento de genes supresores de tumor via metilacién de su promotor es un
evento comun de la carcinogénesis cervical (Yang et al., 2013; Clarke et al., 2017). Por
otra parte, el efecto de la metilacion del DNA en los cuerpos de genes no ha sido
completamente entendido. De manera general, el aumento de la metilacion en estas
regiones se asocia con transcripcion activa y es tejido y gen especifica (Jones et al.,
2012; Bure et al., 2018; Yang et al., 2014).

Nuestros resultados mostraron que las principales vias enriquecidas de manera

significativa fueron la via de moléculas de adhesién celular (Figura 1a), la via de
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carcinogénesis viral (Figura 1b), la via de endocitosis (Figura 1c) y no se observaron
vias significativamente enriquecidas para los genes con disminucion de la metilacion
en el cuerpo del gen (Figura 1d). Alteraciones en estas vias pueden contribuir en el
desarrollo del cancer. En muchos tipos de cancer, cambios en la adhesion de células
neoplasicas, asi como de la sefalizacion intracelular mediada por moléculas de
adhesion celular, juegan un papel esencial en el desarrollo y progresion del cancer
(Zigler et al., 2010). Alteraciones en la adhesion celular y en la expresion de proteinas
de adhesién han sido reportadas en cancer cervical y sus lesiones precursoras (de
Mendez et al., 2011). Asimismo, la hipermetilacion de moléculas de adhesion celular,
como CADML, es observada en cancer cervical y se ha reportado que la demetilacion

del DNA reduce la proliferacion celular (Woo et al., 2015).

En este trabajo nos enfocamos en los genes con aumento de la metilacion en sus
promotores particularmente de: CDH3, ITGA8, HLA-DRA y VCAML1 en la linea celular
HelLa. Para ello, disminuimos el nivel de expresién de HOTAIR en la linea celular HeLa
(Figura 2) y evaluamos la metilacion del DNA en los promotores de los 4 genes
mencionados. Encontramos que la disminucion de HOTAIR aumenta la metilacion de
CDHS3, ITGA8 y HLA-DRA, y reduce la metilacion de VCAML1 (Figura 3a-d).

CDH3 es una glicoproteina de adhesion célula-célula dependiente de calcio, la cual es
crucial en la conservacion de la integridad estructural de tejidos epiteliales y puede
estar involucrada en distintas enfermedades, incluido el cancer (Vieira et al., 2015).
Nosotros observamos que la disminucion de HOTAIR aumenta ligeramente la
metilacion del DNA en el promotor de CDH3 en células Hela (Figura 3a). Esta proteina
se sobre-expresa en distintos tipos de cancer, como el cancer de mama (Shimoyama
etal., 1991), ovario (Songy Naora, 2014), y colorectal, entre otros. Ademas, en cancer
colorectal la desmetilacion de CDH3 es frecuentemente encontrada en etapas
avanzadas de esta enfermedad, lo cual se correlaciona con el aumento en su
expresion (Kumara et al., 2017; Hibi et al., 2009).

Nosotros observamos que la disminucion de HOTAIR reduce la expresion de CDHS3,

probablemente via metilacién de su promotor. Tomando en cuenta que la disminucién
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de HOTAIR reduce el fenotipo tumoral y aunado a que CDH3 se sobre-expresa en
muestras de pacientes con carcinoma cervical y endocervical de células escamosas
(CESC, por sus siglas en inglés) (Figura suplementaria 1a), podriamos sugerir que la
sobre-expresion de CDH3 tiene un papel posiblemente oncogénico en cancer cervical.
La expresion de CDH3 puede ser regulada por distintos factores de la transcripcion
tales como c-Myc, p63 y C/EBPB (Albergaria et al., 2011). Se ha observado que
BRCAL forma un complejo represor con c-Myc, el cual se une al promotor de CDH3 y
bloquea su transcripcion (Gorski et al., 2010); por otro lado, se ha observado que
BRCAL se une a EZH2 justo en el dominio de union en el cual se une HOTAIR, de tal
manera que BRCAL1 compite con HOTAIR para unirse a EZH2 (Wang et al., 2013).
Esto puede sugerir que en ausencia de HOTAIR, BRCAL podria unirse con mayor
afinidad a EZH2 y reprimir la expresion de CDH3 via metilacion. Ademas, nuestros
resultados muestran que EZH2 no reduce su expresion en respuesta a la disminucion
de HOTAIR (Figura 5), lo cual sugiere que EZH2 podria seguir reclutando DNMTs en
el promotor de genes blanco de BRCAL diferentes a los que se une cuando interactia
con HOTAIR.

Al evaluar la metilacion de HLA-DRA, los resultados sugieren que la disminucion de
HOTAIR aumenta ligeramente la metilacién (Figura 3b) y reduce la expresion de HLA-
DRA (Figura 4b). HLA-DRA se sobre-expresa en lineas celulares de melanoma (Kim
et al., 2002) y cancer de ovario (Rangel et al., 2004). Asimismo, se han observado
niveles de expresion altos en monocitos de sangre periférica (MSPSs) de pacientes con
carcinoma cervical escamoso y niveles elevados fueron asociados con la progresion
de la enfermedad (Feng et al., 2012). Esto sugiere que HOTAIR podria regular la
metilacién de HLA-DRA y posiblemente regular su expresion en la linea celular Hela,
tomando en cuenta que el aumento de la metilacion en el promotor es un mecanismo
de silenciamiento epigenético. Sin embargo, los resultados del aumento de la
metilacion en el promotor de HLA-DRA no son significativos, pero el cambio en la
expresion de este gen si, por lo que no podemos descartar que otros factores regulen
la expresion de este gen. Aunado a esto, observamos que la expresion de HLA-DRA

es mas alta en CESC respecto a tejido normal (Figura suplementaria 1b).
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La proteina NF-kB es uno de los factores de la transcripcidn que regula la expresion
de HLA-DRA (Lee et al.,, 2006). Se ha observado que la disminucién de HOTAIR
reduce la expresion de genes blanco de NF-kB via inhibicion del reclutamiento de NF-
kB y sus cofactores a promotores de sus genes blanco (Obaid et al., 2018).

También se evalué la metilacion en el promotor de ITGA8. No existe suficiente
evidencia sobre su papel en cancer. Un estudio realizado en muestras de cancer
colorectal, demostré que ITGA8 se encuentra hipermetilado y esta condicion se asocia
con disminucion de su expresion (Sin et al., 2015). Por otro lado, se ha observado que
ITGAS8 se sobre-expresa en mieloma multiple (Ryu et al., 2016). En este trabajo, ITGAS8
se encuentra hipermetilado en respuesta a la disminucion de HOTAIR en la linea
celular HeLa (Figura 3c), sin embargo, no pudimos evaluar el efecto de la metilacion
en la expresion de ITGA8, dado que este gen no se expresa en células HelLa (revisado
en Genome browser). Aunque en nuestro modelo de estudio ITGA8 no se expresa, se
ha observado que en cancer de mama este gen podria tener un papel interesante y
relacionado al nivel de HOTAIR (Gupta et al., 2010).

Analizamos el estado de metilacion de VCAM1, cuya sobre-expresion esta
estrechamente asociada con progresion de tumor y metéstasis. La disminucién de
VCAML en células de cancer de pulmon reduce la migracién celular (Kim et al., 2017),
y en cancer de mama VCAML1 esta sobre-expresado y participa en la metastasis
(Sharma et al., 2017). Actualmente, no existen reportes de si la expresién de VCAM1
es regulada via metilacion del DNA. Nuestros resultados sugieren que la disminucién
de HOTAIR reduce la metilacion del promotor de VCAML1 (Figura 3d) en células Hela,
a pesar de que la disminucién de la metilacién en el promotor se asocia de manera
general con activacion transcripcional, este cambio no fue suficiente para inducir la
expresion de VCAML1 en esta linea celular (Figura 4c). Por otro lado, observamos que
la expresion de ITGA8 y VCAM1 es menor en CESC respecto a tejido normal (Figura
suplementaria 1c y d), lo cual concuerda con lo observado en nuestro modelo de

estudio.
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Finalmente, analizamos la expresion de EZH2 y SUZ12 en respuesta a la disminucion
de HOTAIR, ambos son parte de PRC2, complejo que participa en el silenciamiento
de diversos genes. Nuestros resultados muestran que la disminucion de HOTAIR
aumenta ligeramente la expresion de EZH2 y reduce la expresion de SUZ12 (Figura
5). Se ha observado que SUZ12 se sobre-expresa en cancer de colon (Liu et al., 2015)
y cancer gastrico. En este ultimo, la expresion incrementada de SUZ12 se correlaciona
con aumento de la proliferacion celular y metastasis, mientras que la disminucién de
SUZ12 reduce la proliferacion celular e invasion, conduciendo a la inhibicion de la
metastasis (Xia et al., 2015). Ademés, HOTAIR induce la metilacion y reprime la
expresion de supresores de tumor como PCDH10 de manera dependiente de SUZ12
(Lee et al., 2016), lo cual sugiere que la expresion de SUZ12 favorece el fenotipo
maligno. Por otro lado, la expresion de EZH2 estd aumentada en varios tipos de
cancer, evento gque favorece la enfermedad. Sin embargo, en algunos otros tipos de
cancer se ha observado que la supresion de EZH2 promueve la progresion del cancer,
sugiriendo que EZH2 podria tener algun papel supresor de tumor (Yan et al., 2017).
Por lo tanto, EZH2 parece tener un papel dual (oncogénico o supresor tumoral)
dependiendo de las proteinas con las que forme complejos, como por ejemplo puede
interactuar con HOTAIR o BRCA1 (Wang et al., 2013).
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Conclusiones

e La disminucion de HOTAIR reduce la expresion de CDH3 y HLA-DRA
probablemente via metilacion de su promotor.

e Por otro lado, la disminucién de HOTAIR aumenta ligeramente la expresion de
EZH2 y reduce la expresion de SUZ12.

e El efecto de HOTAIR en la metilacion de genes implicados en la via de
moléculas de adhesion celular puede ser un mecanismo de regulacion de la
expresion de estos genes y puede ser un mecanismo por el cual HOTAIR

promueva el fenotipo canceroso.
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Anexos

Anexo 1. Figuras suplementarias
Nivel de expresién de CDH3, HLA-DRA, ITGA8 y VCAML1 en CESC.
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Figura suplementaria 1. Nivel de expresién de los genes CDH3, HLA-DRA, ITGAS8, y VCAM1
en CESC. Se reviso el nivel de expresion de los genes CDH3, HLA-DRA, ITGA8 y VCAM1 en 306
muestras de pacientes con carcinoma cervical y endocervical de células escamosas (CESC, por
sus siglas en inglés) (color morado) comparado respecto al nivel de expresion en 13 muestras de
tejido normal (color gris). Los datos fueron tomados de la base de datos Gene Expression Profiling
Interactive Analysis (GEPIA). TPM; Transcritos Por Millon.
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1.2. Andlisis de los factores de la transcripcién potenciales que se unen al
promotor de los genes CDH3, HLA-DRA e ITGAS.
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Figura suplementaria 2. Andlisis de los factores de la transcripcion potenciales que se unen
al promotor de CDH3, HLA-DRA y ITGAS8. a) Se identificaron los potenciales factores de la
transcripcion que pueden unirse al promotor de los genes con aumento de la metilacion utilizando
la base de datos Alibaba2. El Diagrama de Venn muestra el nimero de factores de transcripcion
identificados. b) Representacion de 3 factores de transcripcion en comudn entre los tres genes. c)
Red de interaccién de proteinas utilizando STRING de los factores de transcripciéon en comuan entre
los tres genes. Se agregaron a la red de interaccién las moléculas previamente descritas como
posible mecanismo de regulacién de la metilacion, con la finalidad de observar si estos FTs
interactian con ellos. Las moléculas afadidas a la red son EZH2, DNMT1, DNMT3A, DNMT3B vy
BRCAL.
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1.3. Analisis de motivos de union para factores de la transcripcion en comun
entre CDH3, HLA-DRA e ITGAS.
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Figura suplementaria 3. Analisis de motivos de unidn para factores de la transcripcion en
CDH3, HLA-DRA, ITGA8 y VCAM1. A) Identificacién de motivos de unién para factores de la
transcripcion (FTs) utilizando la base de datos MEME suit (MEME-ChIP). B) Se identificaron los
factores de la transcripcién que se unen a los motivos previamente identificados utilizando la base
de datos TOMTOM. El Diagrama de Venn muestra el nimero de fatores de transcripcion
identificados. C) Red de interaccién de proteinas utilizando STRING de los factores de transcripcion
en comun entre los tres motivos identificados. Se agregaron a la red de interaccién las moléculas
previamente descritas como posible mecanismo de regulacion de la metilacion de CDH3 y HLA-
DRA, con la finalidad de observar si estos FTs interactdan con ellos. Las moléculas afadidas a la
red son EZH2, DNMT1, DNMT3A, DNMT3B y BRCAL.
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Anexo 2.
Extraccion de DNA a partir de TRIzol (300pul)
1.-Descongelar células en hielo. Una vez descongeladas incubar 5 min a temperatura

ambiente.

2.-Agregar 60ul de cloroformo (40ul por cada 200ul de TRIzol). Agitar 15s a mano,
incubar 4 min a temperatura ambiente y centrifugar a 4°C, 10 min a 12500 rpm. Separar
la fase acuosa a un tubo nuevo (Fase que contiene el RNA).

6.-Afadir 90ul de etanol al 100% (grado biologia molecular) por cada 300ul de TRIzol
en el tubo con la interfase. Tapar el tubo, mezclar por inversién varias veces e incubar

por 5 min a temperatura ambiente.
9.-Centrifugar 10 min a 2000g a 4°C para el pellet de DNA.

10.-Transferir el sobrenadante (No tocar o llevarse el pellet) etanol-fenol a un tubo

nuevo (Este sobrenadante puede ser usado para el aislamiento de proteinas).

11.-Resuspender el pellet en 300ul de citrato de sodio a 0.1 M en 10% de etanol por
cada 300ul de TRIzol.

12.-Incubar a temperatura ambiente por 30 min y mezclar ocasionalmente por

inversion (cada 10 min). Incubar 30 min en agitacién constante (en el vortex).
13.-Centrifugar por 10 min a 10,000 rpm a 4°C y eliminar el sobrenadante.

15.-Resuspender en 750ul de etanol al 75% por cada 300ul de TRIzol e incubar 10
min a temp. ambiente en agitaciéon (Voértex). Centrifugar por 10 min a 10,000 rpm a
4°C.

18.-Si la pastilla esta muy sucia repetir el paso 15-17 de dos a tres veces.

19.-Decantar sobrenadante y retirar la mayor cantidad de restante con pipetal. Secar
la pastilla con los tubos abiertos, tapar con papel. Resuspender la pastilla de DNA en
30ul de agua estéril.
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