UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERRERO

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA
UNIDAD DE INVESTIGACION ESPECIALIZADA EN MICROBIOLOGIA

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

EFECTO DE HOTAIR EN LA METILACION GLOBAL
DEL DNA EN LA LINEA CELULAR HelLa

T E ST S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

PRESENTA:

QBP. EDUARDO BLANCO OLAIS

DIRECTOR DE TESIS:

DR. DANIEL HERNANDEZ SOTELO

Chilpancingo, Gro. Enero, 2019




UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERREROQO
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS
FACULTAD DE MEDICINA
UNIDAD DE INVESTIGACION ESPECIALIZADA EN MICROBIOLOGIA

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS

ACTA DE APROBACION DE TESIS

En la ciudad de Chilpancingo, Guerrero, siendo los 10 dias del mes de enero de dos mil
diecinueve se reunieron los miembros del Comité Tutoral designado por la Academia de
Posgrado de la Maestrfa en Ciencias Biomédicas, para examinar la tesis titulada “Efecto de
HOTAIR en la metilacién global del DNA en la linea celular HeLa”, presentada por el alumno
Eduardo Blanco Olais, para obtener el Grado de Maestria en Ciencias Biomédicas. Después del
andlisis correspondiente, los miembros del comité manifiestan su aprobacién de la tesis,
autorizan la impresién final de la misma y aceptan que, cuando se satisfagan los requisitos
senalados en el Reglamento General de Estudios de Posgrado e Investigacién Vigente, se proceda

a la presentacién del examen de grado.

El Comité Thitoral

Dr. Damc'ell Hérnéndez Sotelo
Direccion de tesis

D\Marco Antoni Leyv,a/ Vézquez
ol

car}/del Mdral Hernédndez

i i lernandez Sotelo _~"Dr.
- s;sg"'-“.j'ié’ aestria en Ciencias Directgrde la Facultad de Ciencias Quimico
Doy b dicas Biolégicas



Efecto de HOTAIR en la metilacion global del DNA en la linea celular HelLa

El desarrollo de este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Epigenética del Cancer.

Bajo la direccion de:

Dr. Daniel Hernandez Sotelo

Bajo la asesoria de:
Dra. Eugenia Flores Alfaro
Dr. Oscar del Moral Hernandez
Dr. Marco Antonio Leyva Vazquez

Dr. Alfredo Hidalgo Miranda

Durante el periodo en que curso la Maestria en Ciencias Biomédicas, el C. Eduardo
Blanco Olais, recibio beca del CONACYT.



Efecto de HOTAIR en la metilacion global del DNA en la linea celular HelLa

EFECTO DE HOTAIR EN LA METILACION GLOBAL
DEL DNA EN LA LINEA CELULAR HelLa



Efecto de HOTAIR en la metilacion global del DNA en la linea celular HelLa

INDICE
. RESUMEN......couuiiiiiieeeiieeeeee e eeeeae e s e e esae s e e esaa s s eenanaeeeens 6
TR = 153 1 3 7Y 7
IV. INTRODUCCION........ceuniiiieiiiereeieiec e ere e e rae s e e e e e rana s 8
V. MATERIAL Y METODOS......cceuuiiieiiieiiienieeneennsenanseraneean 10
VI. RESULTADOS......cccttuueiieieeieeeerenneseeresnsseerssssseenssnneens 14
VII. DISCUSION Y CONCLUSION........covviiieniiirenieeeene e eenne e 26
VIII. REFERENCIAS........uuciiiieeteeeieeeeeeeeaneeeeresaasseessnnnsesenns 32



Efecto de HOTAIR en la metilacion global del DNA en la linea celular HelLa

. RESUMEN

Los RNAs largos no codificantes (IncRNAS) participan en el origen y desarrollo de
diferentes enfermedades, por ejemplo, cancer. HOTAIR es un IncRNA implicado con
muchos tipos de cancer, incluyendo cancer cervical, en este tipo de cancer se ha
observado que HOTAIR participa en invasion, migracion y metastasis. Por otro lado,
en cancer cervical se han reportado patrones aberrantes de metilacion en el DNA pero
se desconoce quién modula estos patrones de metilacion. Recientes reportes indican
qgue HOTAIR esta implicado en la modulacion de la metilacién de algunos genes en
diferentes tipos de cancer, pero esto se desconoce en cancer cervical. En este estudio
se analizd el efecto de la disminucién de HOTAIR en la expresion de DNMTs y la
metilacién del DNA a escala global en células HeLa. La expresion de las DNMTs fue
analizada por RT-gPCR y la metilacion global mediante el arreglo Infinium
MethylationEPIC BeadChip. Encontramos que la disminucion de HOTAIR afecto la
expresion de DNMT1 y DNMT3A. También observamos que HOTAIR afecto la
metilacién de 795 sitios CpGs, principalmente en el cuerpo de los genes y en regiones
intergénicas. Estos genes con metilacion diferencial estan involucrados en vias
importantes para el cAncer, como: moléculas de adhesion celular (CAMs), endocitosis,
funciones adherentes, via de sefializacion WNT y via de sefalizacion jak-STAT, etc.
Sugiriendo que HOTAIR puede llevar acabo su efecto oncogénico a través de estos
genes. En conclusién, estos resultados muestran que HOTAIR afecta la metilacion de
diferentes genes involucrados en la migracion e invasion celular, por lo que, el efecto

de HOTAIR en el desarrollo tumoral puede ser llevado a cabo via metilacion.

Palabras clave: HOTAIR, DNMT1, DNMT3A, HelLa, metilacion.
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. ABSTRACT

Long non-coding RNAs (IncRNAS) participate in the origin and development of different
diseases, for example, cancer. HOTAIR is an IncRNA involved with many types of
cancer, including cervical cancer, in this type of cancer it has been observed that
HOTAIR participates in invasion, migration and metastasis. On the other hand, aberrant
DNA methylation patterns have been reported in cervical cancer, but it is unknown who
modulates these methylation patterns. Recent reports indicate that HOTAIR is involved
in the modulation of the methylation of some genes in different types of cancer, but this
is unknown in cervical cancer. In this study, the effect of the decrease of HOTAIR on
the expression of DNMTs and DNA methylation on a global scale in HelLa cells was
analyzed. The expression of the DNMTs was analyzed by RT-gPCR and the global
methylation using the Infinium MethylationEPIC BeadChip array. We found that the
decrease in HOTAIR affected the expression of DNMT1 and DNMT3A. We also
observed that HOTAIR affected the methylation of 795 CpG sites, mainly in the body
of genes and in intergenic regions. These genes with differential methylation are
involved in important pathways for cancer, such as cell adhesion molecules (CAMSs),
endocytosis, adherent functions, WNT signaling pathway and jak-STAT signaling
pathway, etc. Suggesting that HOTAIR can carry out its oncogenic effect through these
genes. In conclusion, these results show that HOTAIR affects the methylation of
different genes involved in cell migration and invasion, therefore, the effect of HOTAIR

on tumor development can be carried out via methylation.

Keywords: HOTAIR, DNMT1, DNMT3A, HelLa, methylation.
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. INTRODUCCION
El cancer es un conjunto de enfermedades que afectan el crecimiento celular

volviéndolo anormal y con el potencial de invadir y propagarse a otras partes del cuerpo
(Hehenberger, 2015). Varios estudios han encontrado alteraciones genéticas y
epigenéticas asociadas y requeridas para el inicio, desarrollo y progresion de muchos
tipos de cancer. La maquinaria de la regulacion epigenética que participa,
principalmente, en el desarrollo de cancer son la metilaciéon del DNA, modificaciones
de histonas, posicionamiento nucleosomal y regulacion por RNAs no codificantes
(ncRNAS) (Beckedorff et al., 2013).

Actualmente, los andlisis de transcripcion a escala global indican que gran parte del
genoma es dinamicamente transcrito en IncRNAs (Carninci et al., 2005). Estas
observaciones son fundamentadas por el incremento en el numero de estudios
funcionales que muestran que los INcCRNASs tienen papeles regulatorios en cada estado
de expresion génica, desde modificaciones epigenéticas en el nucleo, hasta la
modulacién de RNAm en el citoplasma (Carrieri et al., 2012; Gong et al., 2011). Como
resultado de estos estudios los INcRNAs han sido ampliamente estudiados y han
surgido como una nueva clase de genes. Los IncRNAs son una clase de transcritos de
mas de 200 nucledtidos sin potencial codificante para proteina (Ponting et al., 2009),
sin embargo, aunque no se traducen a proteina, tienen un papel clave en la
remodelacion de la cromatina, regulacion de la expresion, crecimiento, diferenciacion
y desarrollo celular (Gibb et al., 2011; Moran et al., 2012). Se ha reportado que los
INcRNAs se encuentran alterados en diferentes enfermedades, principalmente en
cancer (Shi et al., 2013).

HOTAIR (Hox transcript antisense intergenic RNA) es un RNA largo no codificante
intergénico (lincRNA) el cual puede regular de manera epigenética los estados de la
cromatina (Tsai et al., 2010). HOTAIR se encuentra sobre-expresado en distintos tipos
de cancer incluyendo el cancer cervical. En este tipo de cancer se ha reportado que la
alta expresion de HOTAIR se asocia significativamente con metastasis linfatica y con
la profundidad de la invasion cervical (Huang et al., 2014). HOTAIR también afecta la

expresion de VEGF, MMP-9 y de genes relacionados con transicién epitelio
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mesénquima (TEM) que son vitales para la migracién celular y metastasis en cancer
cervical (Kim et al.,, 2014). Recientemente un meta-analisis reportd una asociacion
entre los altos niveles de HOTAIR con menor supervivencia de pacientes con cancer
cervical (Cui et al., 2017), sin embargo, se desconocen gran parte de los genes que
son afectados para que HOTAIR pueda llevar acabo estos procesos y sea de vital
importancia en cancer cervical. Por otro lado, uno de los mecanismos epigenéticos
mas importantes y el mejor estudiado en cancer es la metilacion del DNA. La metilacion
del DNA es la adicién de un grupo metilo en el carbono 5 de las citosinas, generalmente
ocurre en citosinas adyacentes a guaninas localizadas en regiones llamadas islas
CpGs dentro de los promotores de los genes (Kanwal et al., 2015), sin embargo
también se ha encontrado metilacion en otras regiones fuera de islas CpGs que
pueden tener una implicacién importante para la regulacién transcripcional de genes,
como en islas shore (region a 2kb de una isla CpG), islas shelf (regién a 4 kb de una
isla CpG), e incluso en regiones fuera de estas islas (opensea). La metilacion en los
promotores de los genes se ha asociado con regulacion transcripcional (De Carvalho
et al., 2012), sin embargo, también se ha observado metilacion en otras regiones como
en el cuerpo del gen, primer exon, region UTR, enhancer, entre otras, y que son
importantes en la regulacion transcripcional (Rondelet y Wouters, 2017). En cancer
cervical los la metilacion afecta principalmente genes involucrados en apoptosis,
proliferacion celular, ciclo celular, reparacién de DNA, crecimiento celular, adhesion,
invasion, metastasis, entre otros procesos (Bhat et al., 2016).

A pesar de la importancia de la metilacion del DNA en cancer cervical, actualmente se
desconoce como es que la metilacion ocurre en regiones especificas, principalmente
en genes involucrados en los procesos antes mencionados (Schubeler, 2015). En este
sentido ha surgido evidencia de que los INcRNAs pueden afectar la metilacion de sus
genes blanco para regular su expresion, y actualmente hay reportes que demuestran
gue HOTAIR afecta la metilacion de los genes PTEN, PCDH10, HOXA1 y WIF1 en
diferentes tipos de cancer (Li et al., 2013; Fang et al., 2016; Lee et al., 2016; Su et al.,
2017), sin embargo, no hay reportes de cuéles son los genes blanco de HOTAIR via

metilacion en cancer cervical.
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IV. MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular

La linea celular de cancer cervical HeLa (adenocarcinoma cervical) se cultivé 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 y una atmosfera con 5% de
COo..

Transfecciones

Alrededor de 50,000 células fueron sembradas en placas multipozos de 12 y se
mantuvieron en 1 mL de medio suplementado a 37°C y a 5% de CO:ztoda la noche
antes de la transfeccién. Al siguiente dia las células se transfectaron con 0.02 nMol/uL
del interferente para HOTAIR utilizando Lipofectamina (Lipofectamine 2000, Invirogen,
Life Technologies). La secuencia del interferente especifico para HOTAIR: 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.
Todos los demas experimentos se realizaron 48 horas post-transfeccion.

Extraccion de RNA

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

Tratamiento oxidativo y modificacién con bisulfito de sodio

La extraccion de DNA se realizé con el kit Wizar Genomic DNA Purification (Promega,
USA). La modificacion del DNA se realizd con el kit True Methyl® oxBS Module
(NuGEN Technologies) de acuerdo a las instrucciones de uso del kit. En resumen, 1ug

de DNA fue sujeto a oxidacion seguido por modificacién con bisulfito de sodio (0xBS)
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y otro 1ug de la misma muestra fue sometido solo a la modificacion con bisulfito de
sodio (BS). El DNA fue purificado utilizando columnas con perlas magneticas, ambas
muestras fueron desnaturalizadas por 30 min. Un microlitro de la solucién de oxidacién
del kit fue adicionada a la muestra oxBS, mientras que 1uL de agua fue adicionado a
la muestra BS. Las muestras fueron incubadas a 40 °C por 30 min en un termociclador
y centrifugadas por 10 min a 14,000 G. Los sobrenadantes fueron desechados y
sometidos a modificacion utilizando bisulfito de sodio. Posteriormente las muestras
fueron desulfonadas y lavadas con los buffers incluidos en el kit (NuGEN
Technologies). Por dltimo el DNA fue cuantificado para entrar al protocolo del

arreglo.
Infinium MethylationEPIC BeadChip

Alrededor de 500 ng de DNA por muestra entraron al protocolo de trabajo del Infinium
MethylationEPIC BeadChip (lllumina, Inc). Durante este proceso el DNA fue
desnaturalizado, neutralizado y preparado para amplificacion, posteriormente se
fragmento y precipito, después fue resuspendido y colocado en la plataforma del
arreglo. Al finalizar la hibridacion se realizé un protocolo de tincion y después los
lavados. Por ultimo el escaneo del Chip se realizé en el lllumina Hi Scan SQ. Una vez
gue el escaneo se completd los datos fueron procesados en el programa Genome
Studio y R (version 3.5.1).

Pre-procesamiento de datos y analisis de metilacion diferencial.

El control de calidad de los datos se evalué con Genome Studio V2011.1, en funcion
de las sondas de control interno presentes en la matriz. Los pasos de pre-
procesamiento, normalizacion y correccion se realizaron utilizando el lenguaje de
programacion R (version 3. 5. 1) con paquetes de bioconductor (version 3.8). El
procesamiento fue una secuencia de funciones en R utilizando los paquetes minfi,
ChAMP vy bioconductor. Nuestro conjunto de datos se normalizé utilizando la
normalizacion funcional implementada en el paquete minfi (BMIQ). Este algoritmo no
se basa en ningun supuesto biolégico y, por lo tanto, es adecuado para los casos en

gue se esperan cambios globales en los niveles de metilacion, como en las

11
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comparaciones de cancer vs normal. Los valores de deteccién p se calcularon con el
paquete minfi, y se examinaron los valores medios de deteccion p en todas las
muestras para identificar cualquier muestra fallida. Las sondas con un valor de p de
deteccién >0,01 en al menos una muestra se descartaron. Se filtraron las sondas que
contenian un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en el sitio de interrogaciéon CpG
y en la extension de un solo nucledtido para cualquier frecuencia de alelo menor (MAF),
y las sondas que contenian un SNP en el cuerpo de la sonda. Se eliminaron las sondas
de reactividad cruzada. Las sondas dirigidas a los cromosomas X y Y también se
descartaron. Los niveles de metilacion se expresaron como valores beta (B). Los
valores B se utilizaron para la visualizacion y la interpretacion intuitiva de los
resultados, asi como para el andlisis de metilacion diferencial. Las sondas metiladas
diferencialmente (DMP) entre HeLa-Control y HeLa-DsiHOTAIR se detectaron con
funciones del paquete ChAMP. Solo los DMPs con un valor de p < 0.05 fueron

considerados significativos.
KEGG de enriquecimiento de la via de DMPs.

Como base de conocimiento para el analisis sistematico y completo de las funciones
de los genes en las vias, KEGG vincula la informacion gendmica con la informacion de
funciones de nivel superior. La base de datos del GSEA es una base importante para
el andlisis funcional de genes de alto rendimiento. ClueGO (version 2.2.3) es una
aplicacion complementaria de Cytoscape (http://www.ctoscape.org/) que permite el
analisis de enriquecimiento de la ruta KEGG utilizando bases de datos distintas de la
base de datos DAVID. Para analizar los DMPs a nivel funcional, se realiz6 el andlisis
de la ruta KEGG utilizando Cytoscape y ClueGo. Las rutas que incluyen 8 o mas DEG

se muestran en las figuras de ClueGo-KEGG.

12



Efecto de HOTAIR en la metilacion global del DNA en la linea celular HelLa
Integracion de red de interaccién proteina-proteina (PPI)

La base de datos de la HumanBase es una herramienta en linea disefiada para
evaluar la informacién de proteina-PPl. HumanBase construye mapas funcionales a
escala genomica de tejidos humanos al integrar una coleccion de conjuntos de datos
gue cubren miles de experimentos contenidos en mas de 14,000 publicaciones
distintas. Se evalla automaticamente cada conjunto de datos por su relevancia para
cada uno de los 144 contextos funcionales especificos del linaje de tejidos y células.
Este enfoque le permite a HumanBase perfilar la funcién especializada de los genes
de una manera de alto rendimiento, incluso en tejidos y linajes celulares para los cuales

no existen o existen pocos datos especificos de tejidos.
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V. RESULTADOS

Disminucion de la expresion de HOTAIR mediante DsiRNA en la linea celular
HelLa

Previamente se ha reportado que la linea celular HeLa expresa niveles altos de
HOTAIR comparado con otras lineas celulares de céncer cervical y con células no
tumorales (Kim et al., 2014). En este trabajo se valoré si HOTAIR afecta la metilacién
de genes involucrados en céncer cervical, para esto, previamente realizamos la
disminucién de la expresion de HOTAIR mediante RNA de interferencia (Dsi-HOTAIR)
y como control se utilizo un DsiRNA control (Dsi-CONTROL). Para valorar la
funcionalidad del DsiRNA se midi6 el nivel de RNA de HOTAIR mediante RT-gPCR y
observamos una disminucién significativa de alrededor del 80% en los niveles de
expresion de HOTAIR (Dsi-HOTAIR) (Figura 1).
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Figura 1. Disminucion de la expresiéon de HOTAIR mediante DsiRNA. Las células HelLa fueron
transfectadas con un DsiRNA especifico para HOTAIR y un Dsi-CONTROL. La expresion de HOTAIR
fue determinada por RT-gPCR y normalizada respecto a GAPDH (método comparativo Cr). Los
resultados son expresados como la media + error estandar de 3 experimentos independientes. *p<0.05
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Efecto de HOTAIR en el nivel de RNAm de DNMTs en lalinea celular HeLa

Una vez confirmada la disminucién de la expresion de HOTAIR, se valoré su efecto en
la expresion del RNAmM de DNMTs de mantenimiento (DNMT1) y DNMTs de novo
(DNMT3A y DNMT3B) mediante RT-gPCR, debido a que, las DNMTs son las
encargadas de la metilacion del DNA, y cambios en su expresion pueden resultar en
cambios en la metilacion global (Li et al., 2017). En este sentido, en algunos tipos de
cancer se ha reportado que HOTAIR puede afectar el nivel de expresién de DNMTs
(Fang et al., 2016; Li et al., 2017). En la grafica observamos que el nivel de expresion
de DNMT1 disminuye ligera pero significativamente, mientras que el nivel de expresion
de DNMT3A aumento significativamente alrededor de 2 veces, y observamos que no
hubo cambio en el nivel de expresion de DNMT3B (Figura 2). Estos resultados indican
gue HOTAIR afecta la expresion de DNMT1 y DNMT3A y podria por lo tanto afectar la

metilacién en la linea celular Hela.
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Figura 2. Efecto de HOTAIR en DNMTs. Las células Hela fueron transfectadas con un DsiRNA
especifico para HOTAIR por 48 horas, como control se utilizaron células HelLa transfectadas con un
interferente control (Dsi-CONTROL). La expresion de DNMT1, DNMT3A Y DNMT3B fue analizada por
RT-gPCR y normalizada respecto a GAPDH. Los resultados son expresados en media * error estandar
de 3 experimentos independientes. *p<0.05
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Efecto de HOTAIR en la metilacion global: control de calidad de datos de
metilacion

Los niveles de metilacion global de las seis muestras analizadas fueron determinados
con 866,836 sondas para CpGs en todo el genoma, utilizando el arreglo Methylation
EPIC BeadChip. El control de calidad basado en las sondas de control interno
presentes en la matriz, que incluyen la eficiencia de conversion con bisulfito de sodio,
la hibridacién, la extension y la tincion, entre otros, indican que los datos de metilacion
del DNA gendémico cumplen con los requisitos de calidad requeridos. Se realizé un
proceso de filtracion de datos para aquellas sondas que detectaron sitios no CpG,
CpGs con un valor de p de deteccién >0.01, CpGs que contenian un polimorfismo de
un solo nucledtido (SNP), CpGs de reactividad cruzada y sondas dirigidas a los
cromosomas X y Y, quedando 758,073 sondas para el andlisis. Los niveles de
metilacidon de estos 758,073 CpGs se expresaron como valores beta () los cuales son
valores de metilacion que van de 0 a 1, donde O significa sin metilacion y 1 es
completamente metilado. En la figura 3 se presenta la distribucion de los niveles de
metilacibn de las muestras, las cuales presentaron, como se esperaba, una
distribucion bimodal para los valores B, con dos picos que indican los estados
totalmente metilados y no metilados caracteristicos de los datos de metilacion del DNA

(figura 3).
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Figura 3. Control de calidad de datos de metilacion. Distribuciones de densidad de datos de
metilacion. Distribucion de densidad de los valores beta (0 a 1) de los 758,073 CpG analizados en las
seis muestras, Grupo 1 (3 muestras HeLa-Control) y Grupo 2 (3 muestras HeLa-HOTAIR).
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Metilacion diferencial

Una vez que se verifico la calidad técnica de las seis muestras, se realizé el analisis
de metilacion diferencial para detectar que sitios CpGs se encuentran hipometilados e
hipermetilados posterior a la disminucién de HOTAIR. Para esto se realizé un analisis
de CpGs metilados diferencialmente (DMP), el cual toma en cuenta un valor de p<0,05
y valores de metilacion diferencial (AB) >0,075. Comparando nuestros dos grupos
(HeLa-DsiControl vs HelLa-DsiHOTAIR) y obteniendo los valores AB, se encontraron
795 DMPs (Fig. 4a y b), de los cuales 170 CpGs resultaron con disminucion de
metilacién y 625 con aumento en la metilacion (Fig.4c). También se analiz6 si los DMPs
correspondian mayormente a un cromosoma en particular (Fig. 4d), pero estos se
distribuyeron en todos los cromosomas sin alguna particularidad.
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Figura 4. Andlisis de DMPs con valores 8 de metilacién. De 754,073 CpGs analizados solo 795
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Cambios de metilacion en islas CpGs, shore, shelf y en opensea

Se ha reportado que la metilacion ocurre generalmente en islas CpGs (region de DNA
de alrededor de 300 pb con >60% de CG), islas shore (region a 2kb de una isla CpG),
islas shelf (region a 4 kb de una isla CpG), e incluso en regiones fuera de estas islas
(opensea), ya que la metilacion en alguna de estas regiones puede tener implicaciones
importantes en la unién de factores y moléculas que alteran la expresién de genes
(Irizarry et al., 2009; Sofer et al., 2013), asi también, se ha encontrado que algunos
INcRNAs pueden afectar la metilacion de regiones particulares (Bure et al., 2018). En
la figura 5 podemos observar que las regiones fuera de las islas (opensea) tienen el
mayor cambio en la metilacion, y que este cambio es tanto de hipermetilacion como
de hipometilacion, lo cual nos indica que HOTAIR posiblemente puede tener
preferencia para afectar la metilacion de estas regiones de manera dual

(hipermetilacién e hipometilacion).
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Figura 5. Distribucion de metilacion diferencial en regiones gendmicas. Esta grafica incluye la
proporcién de metilacion diferencial enislas CpG, shore, shelf y regiones fuera de estas islas (opensea).
Se muestra la hipermetilacion e hipometilacion de cada una de las regiones.
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Cambios de metilacién en genes

Los cambios de metilacién en island, shore, shelf y opensea, se pueden localizar en
alguna regién dentro de los genes, ya sea en el primer exon (1stExon), en las regiones
UTR (3' UTR y 5" UTR), en regiones intergénicas (IGR), en el cuerpo del gen (Body),
20 bases al final o al inicio de un exon (ExonBnd) o en la region promotora (TSS1500
y TSS200), y dependiendo de la region afectada, es la consecuencia de la metilacion
en un gen en particular. Esto es importante debido a que hay reportes de que la
metilacidn tiene una importante implicacion en cada una de estas regiones (Schibeler,
2015; Yang et al., 2014). Nosotros observamos mayores cambios de metilacion
(hipermetilacién e hipometilacién) en el cuerpo del gen (Body) y en las regiones
intergenicas (IGR), sugiriendo que HOTAIR tiene un papel en la metilacion de estas
regiones. Esto es importante debido a que hay muy poca informacién acerca de la

consecuencia que puede tener la metilacion en estas regiones (Figura 6).
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Figura 6. Distribucién de metilacion diferencial en genes. Esta grafica incluye la proporcién de
sondas hipo e hipermetiladas de las regiones 1stExon, 3 UTR, 5 UTR, Body, IGR, ExonBnd, TSS1500,
TSS200.
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Distribucion de CpGs significativos en todas las regiones gendmicas analizadas

Debido a la importancia de la metilacion en las regiones anteriormente mencionadas,
se realiz6 una grafica para ver en qué regiones de manera dual cambia la metilacién
por la disminucion de HOTAIR, encontrando mas cambios fuera de las islas (opensea),
dentro del cuerpo del gen (body) y en regiones IGR (regiones intergénicas). Esto

sugiere que HOTAIR afecta la metilacion principalmente en estas regiones (Figura 7).
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Figura 7. Distribuciéon de metilacion diferencial en todas las regiones gendmicas analizadas. Esta
grafica incluye la metilacidn diferencial de todas las regiones analizadas en conjunto. Body-opensea eh
IGR-opensea son las regiones con mayor metilacion diferencial.
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Andlisis de enriquecimiento de vias (KEGG)

Se realiz6 un analisis de enriquecimiento de vias (KEGG) para saber el posible impacto
bioldgico de los genes diferencialmente metilados. Esto se analizé a partir de 488
genes reconocidos por la base de datos GSEA (Gene Set Enrichment Analysis), de los
cuales 104 genes disminuyen su metilacion y 384 aumenta su metilacion. Nosotros
observamos que estos genes se encontraron involucrados con: moléculas de adhesion
celular (CAMs), endocitosis, funciones adherentes, via de sefalizacion WNT y via de

sefalizacion jak-STAT.
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Figura 8. Andlisis KEGG. Analisis de 488 genes reconocidos por el GSEA. Las vias resultantes fueron
moléculas de adhesion celular, endocitosis, via de sefializacién WNT, funciones adherentes, etc. En la
parte inferior se aprecia el nUmero de genes encontrados en cada via, y en codigo de color la
significancia por valor de p.
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Integracion del enriquecimiento de vias (KEGG) relacionadas con cancer

Para poder ver la integracion del andlisis de enriquecimiento de vias (KEGG) se utilizo
ClueGO, una de las herramientas mas utilizadas para los analisis de KEGG que
permite ver la integracion entre todas las vias relacionadas con un grupo de genes. En
esta figura (Fig. 9) se incluyeron los genes involucrados en vias de sefalizacion
relacionadas con cancer resultantes de la figura anterior (Fig. 8). Como podemos
observar la via de sefalizacion WNT, via de sefalizacidon RAP1, adhesiones focales,
moléculas de adhesion celular, funciones adherentes, entre otras, fueron los mas
significativas de este andlisis, lo cual coincide con el analisis KEGG realizado en la
base de datos del GSEA.
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Figura 9. Identificacién de vias basado en ClueGO. Las vias enriquecidas mas significantes en este
KEGG fueron: moléculas de adhesion celular, via de sefializacion Rapl, funciones adherentes, via de
sefializacion WNT, entre otras.
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Efecto de HOTAIR en la metilacion global del DNA en la linea celular HelLa
Metilacion en genes relacionados con vias en cancer

Para hacer un analisis mas especifico de la posible implicacion biologica de la
metilacién en este conjunto de genes, en la figura 10 se muestra el nivel de metilacion
diferencial (valor AB) de los 50 genes con mayor hipermetilacion y los 50 con menor
hipometilacion. Como se puede observar algunos de estos genes tienen funciones
importantes como: PHF13 (modulador de la estructura de la cromatina), DOCK10
(factor intercambiador de nucleétidos de guanosina), TBX3 (represor transcripcional
involucrado con procesos de desarrollo), SOX30 (factor de la transcripcion involucrado
con desarrollo embrionario), UBR3 (proteina ubiquitin ligasa), SETD2 (histona
metiltransferasa relacionada con organizacién de la cromatina), CCNA2 (ciclina A2) Y
PRMT2 ( metiltransferasa).
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Figura 10. Valores de metilacién diferencial de 100 genes. Esta grafica incluye 100 genes de los
cuales 50 tienen aumento en la metilacion (valor AB+) y 50 disminucion en la metilacién (valor AB-).
Cada barra representa el valor de metilacion diferencial entre nuestras dos condiciones (HeLa-Control
vs HeLa-HOTAIR).
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Analisis de metilacién en SETD2, PHF13y TBX3

Para hacer un analisis de metilacién mas especifico se tomaron 3 genes de la grafica
anterior (SETD2, PHF13 y TBX3) debido a que estos participan en regulacion de la
cromatina y regulacion transcripcional (procesos relacionados con HOTAIR). En la

figura 11 se observa el nivel de metilacion en todas las regiones de los 3 genes
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Figura 11. Metilacion en SETD2, PHF13 y TBX3. Representacion del nivel de metilacion de todos los
CpGs analizados en SETD2 (A), PHF13 (B) y TBX3 (C) en HelLa-Control vs HeLa-HOTAIR. La parte
obscura denota el cambio de metilacién diferencial en un CpG, del lado derecho se observa el valor de
metilacion del CpG diferencialmente metilado para los 3 genes.
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Red de interaccion proteina-proteina de SETD2, PHF13y TBX3

Para tener una idea del impacto funcional de la metilacion en SETD2, PHF13 y TBX3
se realizé una red de interaccidn proteina-proteina utilizando la base Tissue-specific
gene networks (GIANT) (giant.princeton.edu) (Greene et al., 2015). GIANT detalla la
funcion de la proteina y las interacciones en multi - tejidos humanos y linajes celulares,
ademdas también nos proporciona los procesos biolégicos en los que la red de
proteinas puede estar implicada. Los procesos involucrados con esta red fueron:
morfogénesis, regulacién positiva del silenciamiento génico pos-transcripcional,
localizacion de proteinas a la cromatina, regulacion de la expresion génica
(epigenética), cambio de conformacién del DNA, entre otros. Este resultado es muy
interesante debido a que la funcion principal de HOTAIR es la remodelacion de la
cromatina mediante reclutamiento de proteinas al DNA para llevar acabo la regulacién

de la expresion de sus genes blanco (Tsai et al., 2010).

Figura 12. Red de interaccion proteina - proteina de SETD2, PHF13 y TBX3. Esta red muestra la
interaccion de 15 proteinas con SETD2, PHF13 y TBX3. Las lineas de interacciones entre las proteinas
tienen valores que van de 0 (verde) a 1 (rojo) donde O significa menor intervalo de confianza y 1 mayor
intervalo de confianza en la interaccion.

25



Efecto de HOTAIR en la metilacion global del DNA en la linea celular HelLa

VI. DISCUSION Y CONCLUSION

La metilacion del DNA tiene un importante papel en la regulacion transcripcional, el
remodelamiento de la cromatina y en estabilidad genética (Edwards et al., 2017). Se
ha reportado que los patrones de metilacion aberrantes del DNA participan de manera
importante en la carcinogénesis cervical y que estos patrones de metilacion progresan
conforme avanzan las lesiones cervicales (Bhat et al., 2016), por lo tanto se ha
aceptado que la metilacién juega un papel importante en este tipo de cancer en
particular (Bhat et al., 2016; Piyathilake et al., 2017).

A pesar de conocer la importancia de la metilacion en cancer cervical, actualmente se
desconoce casi en su totalidad como es que la metilacibn ocurre en regiones
particulares del genoma, especificamente en genes supresores de tumor y en
oncogenes. En este sentido recientemente ha sido reportado que los IncRNAs pueden
afectar la metilacion de sus genes blanco (Zhao et al., 2016). HOTAIR es un RNA
largo no codificante intergénico (Tsai et al., 2010) y ha servido como paradigma de la
regulacion epigenética a través de su capacidad de servir como un andamio molecular.
Se ha descrito que HOTAIR se encuentra sobre-expresado en diferentes tipos de
cancer incluyendo cancer cervical (Huang et al., 2014), asi mismo, se ha demostrado
gue HOTAIR puede afectar la metilacion de sus genes blanco para regular su
expresion en cancer laringeo (Li et al., 2013), cancer de mama (Lu et al., 2012), cancer
de pulmén (Fang et al., 2016) y cancer gastrointestinal (Hofmannen et al., 2015), pero

no hay reportes en cancer cervical.

Nuestros resultados muestran que la disminucion en la expresion de HOTAIR afecto
la expresion de DNMT1y DNMT3A pero no de DNMT3B. Actualmente se ha reportado
gue HOTAIR puede afectar la expresion de DNMTs y de esta manera afectar la
metilacién de genes (Li et al., 2017; Fang et al., 2016). Un reporte en osteosarcoma
muestra que al disminuir a HOTAIR, disminuye la expresién de DNMT1, esto debido a
gue HOTAIR ya no inhibe a miR-126 un regulador negativo de DNMT1 provocando
disminucion en su expresion y por ende disminucion global en la metilacion de células

U20S (Li et al., 2017). Finalmente, también hay evidencia de que la disminucion de
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DNMT1 en la linea celular HeLa provoca de-metilacion en los promotores de genes
supresores de tumor (Zhang et al., 2011). Por otra parte, se ha reportado que DNMT3A
se encuentra sobre-expresada en diferentes tipos de cancer incluyendo cancer cervical
(Narayan et al., 2006; Oh et al., 2007; Sun et al., 2015). Actualmente no hay reportes
de la relacion de HOTAIR y DNMTS3A, sin embargo, nosotros observamos que al
disminuir a HOTAIR aumenta la expresion de DNMT3A, esto puede provocar cambios
en la metilacién de regiones blanco de DNMT3A, por ejemplo cambios de metilacién
en el cuerpo de los genes (Raddatz et al., 2012). Por lo anterior, la disminucién en la
expresion de DNMT1 y el aumento de DNMT3A por HOTAIR, puede resultar en
cambios en la metilacion a nivel global en regiones y genes importantes para una célula

tumoral.

El andlisis de metilacion global posterior a la disminucion de HOTAIR resulto en
cambios en la metilacion de 795 sitios CpGs, de los cuales 170 resultaron con
disminucion y 625 con aumento en la metilacion (figura 4a y b). Un estudio anterior,
realizado en cancer gastrointestinal (Bure et al., 2018) encontro alrededor de 500 y
400 sitios CpGs con cambios en el nivel de metilaciéon por disminuciéon de HOTAIR,
muy similar a lo que encontramos. Nosotros analizamos si los cambios en la metilacion
se encontraban mayormente en un cromosoma en particular debido a que hay
INcRNAs asociados a enfermedades genéticas (Huarte, 2015), sin embargo,
observamos que los cambios estaban distribuidos en todos los cromosomas.
Posteriormente realizamos un analisis de distribucion de CpGs con metilacion
diferencial, para saber si los cambios de metilacion se encontraban en alguna region
en particular del genoma, y si estos cambios ocurrian en islas CpGs (region de DNA
de alrededor de 300 pb con >60% de CG), islas shore (region a 2kb de una isla CpG),
islas shelf (region a 4 kb de una isla CpG), e incluso en regiones fuera de estas islas

(opensea).

Encontramos que la mayor parte de los cambios ocurrieron en el cuerpo de los genes
y en regiones intergénicas de manera dual, es decir, hubo hipometilacion e

hipermetilacion con una tendencia muy similar entre las diferentes regiones. Un estudio
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reciente reportd que HOTAIR puede llevar a cabo tanto la hipometilacion e

hipermetilacion para regular la expresion de sus genes blanco (Bure et al., 2018).

A pesar de esto, la metilacion en estas regiones no ha sido muy estudiada y se
desconoce en gran parte la implicacion biolégica que esto pueda conllevar. Algunos
estudios de metilacion en cancer muestran resultados similares en la metilacion de
estas regiones (Nishida et al., 2014; Chen et al., 2015; Williams et al., 2014). Por
ejemplo, un estudio de bases de datos reportd que a mayor metilacion en el cuerpo
de los genes mayor expresion, pero a la vez, que la metilacion en el cuerpo de los
genes afecta la expresion de estos de una manera no convencional, es decir,
encontraron que niveles altos de metilacion se relaciona con una expresion intermedia
y que bajos niveles de metilacion se asocia con alta y baja expresion de genes (Jjingo
etal., 2012), por ello el papel de la metilacion en estas regiones no esta bien entendido.
Por otra parte, las regiones intergénicas generalmente contienen transposones y estos
necesitan estar metilados para permanecer estables, por ello, se ha encontrado que
cambios en su metilacion puede provocar inestabilidad genética (Suzuki y Bird, 2008).
Ademas las regiones intergénicas contienen regiones ultra conservadas que pueden
ser reguladas via metilacion (Lujambio et al.,, 2010), y estas regiones pueden
encontrarse rio arriba de promotores de genes, afectando su transcripcion

dependiendo de su estado de metilacion (Rauscher et al., 2015).

Debido a que encontramos cambios en la metilacién de regiones particulares (figura
8), realizamos un KEGG para saber la posible implicacion bioldgica de la metilacion en
nuestro conjunto de genes. Nosotros observamos que los genes estan involucrados
con moléculas de adhesién celular (CAMs), endocitosis, enfermedades autoinmunes,
diabetes mellitus tipo Il, funciones adherentes, via de sefalizacibn WNT y via de
sefalizacion jak-STAT, esto utilizando la base de datos del GSEA y de manera muy
similar utilizando ClueGO. Este resultado fue muy interesante debido a que HOTAIR
promueve la migracion e invasion celular en la linea celular HeLa, ademés de que hay
reportes directos de que HOTAIR afecta la via WNT en HelLa (Lee et al., 2016; Klm et

al., 2015) y en nuestro grupo de trabajo.
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Posteriormente para hacer un andlisis mas especifico, tomamos los 50 genes con
mayor y menor metilacion, encontrando que algunos de estos tienen funciones
importantes como: modulador de la estructura de la cromatina (PHF13), factor
intercambiador de nucleétidos de guanosina (DOCK10), represor transcripcional
involucrado con procesos de desarrollo (TBX3), factor de la transcripcidon involucrado
con desarrollo embrionario (SOX30), proteina ubiquitin ligasa (UBRS3), histona
metiltransferasa relacionada con organizacion de la cromatina (SETD2 y PRMT2) y
ciclina A2 (CCNA2). Esto es interesante debido a que HOTAIR esta involucrado de
manera normal con desarrollo embrionario (Bhan y Mandal, 2015), y en cancer se
relaciona con la modulacion de la estructura de la cromatina a través del reclutamiento

de proteinas como metiltransferasas (Hajjari y Salavaty, 2015).

Posteriormente seleccionamos 3 genes, el primero fue SETD2 debido a que codifica
para una histona metiltransferasa que trimetila la lisina 36 en la histona H3, también
es requerida para la reparacion de la doble cadena del DNA, por ello se reconoce como
supresor de tumor y ademas interactia con DNMT3A. PHF13 codifica para una
proteina que modula la estructura de la cromatina requerida para la mitosis, también
es corregulador transcripcional de H3K4me2/3 y se asocia con cancer de ovario. Y por
por ultimo TBX3 codifica para un factor transcripcional implicado en la regulacion del
desarrollo, las mutaciones en este gen causan el sindrome mamario cubital, que afecta
las extremidades, las glandulas apocrinas, los dientes, el cabello y el desarrollo genital

(www.genecards.org), ademas también se ha reportado que TBX3 proporciona un

importante vinculo entre el desarrollo embrionario y cancer (Fan et al., 2004; Rowley
et al., 2004), ya que se ha relacionado su alta expresion con diferentes tipos de cancer
donde promueve la proliferacion y la invasién de tumores (Ito et al., 2005; Lomnytska
et al., 2006; Lyng et al., 2006). A pesar del impacto de la expresion de TBX3 poco se

sabe sobre su regulacion.

Nosotros observamos que la metilacién en SETD2 aumento en el cuerpo del gen tras
la disminucién de HOTAIR. Un estudio realizado en cancer de higado encontré que
HOTAIR promueve el crecimiento maligno de células madre de cancer de higado en

ratones a través de la disminucion de SETD2, ellos observan que HOTAIR reduce el
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reclutamiento de CREBB, P300 y de la RNA pol Il al promotor de SETD2, lo cual
provoca su represion transcripcional, causando dafio al DNA y llevando como
consecuencia funcional la proliferacion de células y aumento en el tamafio tumoral (Li
et al., 2015). Debido a que SETD2 es considerado un supresor de tumor y a que la
metilacién en el cuerpo del gen se asocia con activacion transcripcional nosotros
podemos sospechar que el aumento en la metilacion de SETD2 podria provocar su
activacion transcripcional y por lo tanto disminucion de la proliferacion de manera

funcional.

Por otro lado la metilacién en PHF13 disminuyo en la regién promotora (TS1500). Se
ha reportado que PHF13 interactia con la RNA pol Il y PRC2, estabilizando su
asociacion con un gran numero de promotores activos (Fuchs et al., 2017). También
participa en ciclo celular y en respuesta de dafio al DNA, interactuando directamente
con el DNA via dominios PHD, indicando que puede formar interacciones con
cromatina (Chung et al., 2016), sin embargo, se desconoce en gran parte su papel.
Debido a que la metilacion en la regidn promotora se asocia con represion
transcripcional, la disminucién en la metilacién de PHF13 puede resultar en aumento
en su expresion y por lo tanto cambios en los procesos antes mencionados, procesos

asociados fuertemente con HOTAIR.

Por altimo, observamos disminucion de la metilacion en el primer exon y al iniciar la
region promotora (TSS200) de TBX3. Se ha reportado que TBX3 se sobre-expresa en
muchos tipos diferentes de cancer, incluyendo cancer de mama, cuello uterino, ovario,
pancreas, higado y melanomas (Fan et al., 2004; Renard et al., 2007; Rodriguez et al.,
2008; Rowley et al., 2004). La investigacion para identificar los mecanismos
moleculares de TBX3 en la formacion de cancer, revel6 que interactia con proteinas
de diferentes vias oncogénicas. En la tumorogénesis hepatica, por ejemplo, TBX3 se
encuentra rio abajo de la via Wnt-B-catenina, siendo un regulador de B-catenina
(Renard et al., 2007) y también reprime a E-cadherina, implicAndose con la metastasis
de tumores epiteliales (Rodriguez et al., 2008). HOTAIR como ya se mencioné

participa en la via WNT (KIm et al., 2015) y se asocia principalmente con la metastasis
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de diferentes tipos de tumor (Gupta et al., 2010; Liu et al., 2013), por lo que su papel

puede ser llevado en parte mediante la metilacion de TBXS.

Finalmente encontramos que SETD2, PHF13 y TBX3 interactian con diferentes
proteinas que en conjunto participan en procesos como: morfogénesis, regulacion
positiva del silenciamiento génico pos-transcripcional, localizacion de proteinas a la
cromatina, regulacion de la expresion génica (epigenética), cambio de conformacion
del DNA, entre otros. Este resultado es muy interesante debido a que incluye las
funciones principales de HOTAIR que son regulacién de la expresion génica mediante
el reclutamiento de proteinas modificadoras de la cromatina (Hajjari y Salavaty, 2015).
Por lo que HOTAIR podria llevar acabo sus funciones principales a través de la

metilacion de genes particulares en la linea celular Hela.

En conclusion, estos resultados muestran que HOTAIR afecta la metilacion de
diferentes genes involucrados con adhesion celular (CAMs), funciones adherentes, via
de sefalizacion WNT y via de sefalizacion jak-STAT, por lo que es probable que el
papel de HOTAIR en la migracién e invasion celular sea mediado en parte por la

metilacién de estos genes particulares.
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