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RESUMEN

La desmetilasa de histonas KDM4A es una enzima modificadora de la cromatina, cuya
sobreexpresion estd relacionada con la formacién de tumores colorrectales, pulmonares y
mamarios, entre otros. En una investigacion previa realizada en nuestro grupo de trabajo, se
observd que la sobreexpresion e interaccion de KDM4A con el factor de transcripcion CTCF
regula negativamente la expresion del gen supresor de tumores CHDS en una linea celular de
cancer de mama, mediante un mecanismo de regulacion transcripcional que tiene lugar en el
cuerpo de dicho gen. Dada la posible relevancia de este mecanismo de regulacion génica, se
decidid evaluar la participacion gendmica del complejo KDM4A-CTCEF en la regulacion de la
expresion de multiples genes relacionados con procesos tumorales en el cancer de mama.
Primero, se realizaron estudios de secuenciacibn masiva a partir de ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) y ChIP-ReChIP para identificar los sitios de union
de KDM4A vy el complejo KDM4A-CTCF en la linea celular de cancer de mama luminal
MCF7. Un analisis bioinformdtico reveldé que la mayoria de los sitios de uniéon gendmica
coinciden con regiones promotoras, intergénicas e intronicas, en concordancia con el papel
regulador de KDM4A en la sintesis y elongacion de las transcritos. Entre los oncogenes,
supresores de tumores y de reparacion enriquecidos que muestran picos de enriquecimiento del
complejo KDM4A-CTCF, se encontrd una larga lista de genes relacionados con la capacidad
migratoria de las células. Para evaluar el efecto de la expresion de KDM4A en el
comportamiento de las células neoplasicas, se implement6 y validé un modelo de Knock Out
de KDM4A en la linea celular MCF7 utilizando un sistema CRISPR/Cas9. Dos ensayos
independentes de migracion e invasion celular revelaron que el Knock Out de KDM4A
disminuye la capacidad de las células para realizar dichas funciones. Ademas, a través de un
andlisis de expresion cuantitativa (RT-qPCR) se observo que el Knock Out de esta desmetilasa
afecta negativamente la transcripcion de dos blancos génicos identificados en los estudios de
secuenciacion masiva, JAG2 y WRAP53. Los hallazgos del presente trabajo sugieren el papel
de KDM4A y el complejo KDM4A-CTCF en la regulacion de la expresion de multiples genes
relacionados a la progresion del cancer de mama.



ABSTRACT

The KDM4A histone demethylase is a chromatin-modifying enzyme, whose overexpression
is related to the formation of colorectal, pulmonary and mammary tumors, among others. In
previous studies carried out in our workgroup, it was observed that the overexpression and
interaction of KDM4A with the transcription factor CTCF within the body of the tumor
suppressor gene CHDS, mediates its under-expression in breast cancer. Given the possible
relevance of this gene regulation mechanism, we aimed to evaluate the genomic participation
of the KDM4A-CTCF complex in the regulation of multiple genes related to tumor processes
in breast cancer. First, were performed chromatin immunoprecipitation (ChIP) and ChIP-
ReChIP-sequencing assays to identify the binding sites of KDM4A and the KDM4A-CTCF
complex in the MCF7 luminal breast cancer cell line. Bioinformatic analysis reveals that most
of the genomic binding sites coincided with promotor, intergenic and intronic regions, in
accordance with the regulatory role of KDM4A in the synthesis and elongation of transcripts.
Among the KDM4A-CTCF enriched oncogenes, tumor suppressors and DNA repair genes, a
long list of genes were related to the migratory capacity of cells. To assess the effect of
KDM4A expression on the behavior of neoplastic cells, we implemented and validated a
KDM4A Knock Out model using a CRISPR/Cas9 system. Two independent cell migration and
invasion assays revealed that the KDM4A Knock Out impacts on the ability of cells to perform
those functions. Furthermore, through quantitative expression analysis (RT-qPCR) it was
observed that Knock Out of this demethylase negatively affects the transcription of two target
genes identified in the massive sequencing studies, JAG2 and WRAP53. The findings of this
project suggest the role of KDM4A and the KDM4A-CTCF complex in regulating the
expression of multiple genes related to breast cancer progression.



INTRODUCCION
1. Cancer de mama

1.1 Caracteristicas y clasificacion

El cancer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado y la
propagacion de células que dejan de ser sensibles a las sefales tisulares que regulan su
diferenciacion, sobrevivencia, proliferaciéon y muerte; causando lesiones locales y diversas
respuestas sistémicas («Cancer - Latest research and news | Nature» s. f.). De acuerdo con el
Instituto Nacional de Céancer de los Estados Unidos (NCI), existen més de 200 tipos de cancer
responsables de miles de decesos alrededor del mundo (Song, Merajver, y Li 2015). De éstos,
el cancer de mama es el tipo de cancer con la mayor incidencia en mujeres y el segundo con la
mas alta tasa de mortalidad a nivel mundial (Siegel, Miller, y Jemal 2018).

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado al cdncer de mama como una
enfermedad heterogénea que comprende 18 subtipos histologicos y cuatro subtipos
moleculares (Oh, Wang, y Muscat 2017). La clasificacion histologica de los tumores es
compleja y ha cambiado considerablemente a lo largo de los afios. La distintinciéon mas general
de los tipos histologicos de cancer de mama considera la existencia de carcinomas ductales y
lobulares, con base en sus patrones estructurales, caracteristicas citologicas y perfiles
inmunohistoquimicos (Weigelt y Reis-Filho 2009). En la década pasada, los estudios basados
en micorarreglos de expresion sentaron las bases para identificar las caracteristicas moleculares
del cancer de mama (Perou et al. 2000). Hoy en dia, los subtipos moleculares son identificados
a través de biomarcadores que reflejan la respuesta hormonal de los tumores, dada por la
presencia o ausencia del receptor de estrogenos (ER), de progesterona (PR) y del factor de
crecimiento epidermal 2 (HER2). Dichas hormonas regulan de manera fisiologica el
crecimiento y la proliferacion de las células que componen al tejido mamario; y su expresion
en cancer de mama constituye un importante factor predictivo de la respuesta terapéutica
(Beckmann et al. 1997). Los cuatro subtipos moleculares de cancer de mama son: luminal A
(ER+y /o PR+; HER2-), luminal B (ER+ y/o PR+; HER2+), tipo basal (ER-, PR- y HER2-) y
HER?2 enriquecido (ER-, PR- y HER2+) (Byler et al. 2014). En la clinica, los tipos de cancer
Luminal A y B se asocian a un mejor prondstico, siendo los Luminal A los de mejor respuesta.
El fenotipo Luminal A representa alrededor del 71% de los casos de cancer y los Luminal B el
12%. El tipo HER2 enriquecido representa al 5% de los casos de cancer. Mientras que el tipo
basal tiene un mal pronoéstico y prevalece en el 12% de los tumores invasivos (DeSantis et al.
2019; Tang et al. 2016).

La respuesta hormonal de los tumores puede estar condicionada a multiples factores
ambientales y fisiologicos. A pesar de que el cancer es tipicamente considerado una
enfermedad genética, de acuerdo con las Estadisticas Globales de Cancer, solo entre el 5-10%
de los casos de cancer de mama estan asociados a la herencia de mutaciones genéticas y mas



del 80% de las neoplasias ocurren en mujeres sin evidencia familiar previa (Bray et al. 2018).
Lo anterior sugiere que mas de un factor etioldgico interviene en la carcinogénesis; es decir, el
proceso por el cual una célula normal se transforma en cancerosa.

1.2 Modelos de carcinogénesis

Existen varios modelos acerca de la adquisicion celular de caracteristicas malignas; algunos
de ellos muestran coincidencias conceptuales y podrian considerarse complementarios, pero
no existe a la fecha un modelo de carcinogénesis unificado.

1.2.1 Modelo Multietapas

El modelo “Multietapas” de la carcinogénesis propone que la transformacion de las células
neoplasicas ocurre a través de multiples eventos moleculares, donde las células sufren una
acumulacion sucesiva de alteraciones genéticas que cambian su comportamiento (Foulds 1954;
Sharma, Kelly, y Jones 2010; Virani et al. 2012). EIl modelo Multietapas distingue por lo
menos tres etapas en el proceso carcinogénico: la iniciacion, la promocion y la progresion
(Figura 1).

La iniciacion es la etapa en la que una célula normal presenta un dafio genético que no es
reparado y la “inicia” en el proceso carcinogénico (Figura la). El estimulo iniciador o
carcindgeno puede provenir de agentes quimicos, fisicos y bioldgicos; y causar dafio al acido
desoxirribonticleico (DNA), guiando a la adquisicion de mutaciones y al encendido o apagado
de los genes (Tanaka et al. 2013). Este modelo no descarta que la accidon de un carcindégeno se
sume al efecto de otros factores de riesgo hereditarios o relacionados al estilo de vida; como el
sobrepeso, el padecimiento de diabetes y la exposicion de hormonas esteroides durante
tratamientos de menopausia y la anticoncepcion, entre otros (Bray et al. 2018; DeSantis et al.
2019).

Las alteraciones adquiridas durante la iniciacion pueden seguirse acumulando en la etapa de
promocion y afectar la expresion de genes que promueven la sobrevivencia y proliferacion
celular (oncogenes) y/o genes que inhiben el desarrollo de los tumores (genes supresores de
tumores). La etapa de promocidn involucra la expansion clonal de las células iniciadas en una
lesion focalizada (Figura 1b). Estas células capaces de evadir las sefiales de muerte celular, son
susceptibles al estimulo de “promotores”, sustancias dependientes de la dosis y el tiempo de
exposicion que estimulan la proliferacion (Tanaka et al. 2013). Los promotores suelen ser
farmacos u hormonas que no interactiian directamente con el DNA, pero de alguna manera
influyen la transcripciéon génica. A medida que el tiempo pasa, los tumores crecen hasta
alcanzar un tamafo que es detectable por medio de las herramientas de deteccion y diagnostico
que son aplicadas en la clinica (Tanaka et al. 2013).



La heterogeneidad de los tumores es una de las caracteristicas mas notables en cancer que
refleja el desarrollo sucesivo de varias subpoblaciones celulares que coexisten dentro de un
tumor primario. Las sub-poblaciones difieren en su comportamiento, morfologia y marcadores
de superficie (Beckmann et al. 1997; Esparza-Lopez et al. 2017). La adquisicion de estas
caracteristicas se atribuye a factores genéticos y a la presion que ejerce un proceso llamado
seleccion clonal. La hipotesis de la seleccion clonal propone que las clonas con el mejor
desempefio para un ambiente en particular seran seleccionadas durante la promocién del tumor
(Almendro y Fuster 2011).

En cancer de mama, la heterogeneidad intra-tumoral se adquiere durante la seleccion clonal
y tiene como resultado la amplificacion diferencial de los genes que codifican a la proteina
tumoral p53 (TP53), HER2, ER y PR en diversas regiones del tumor primario; sin embargo, la
heterogeneidad parece perderse a medida que se acerca la etapa de progresion de la
carcinogénesis. Un estudio donde se analizo6 la evolucion de 21 tumores de cancer de mama,
encontré que un solo linaje sub-clonal puede llegar a representar hasta al 50% de las células
tumorales (Esparza-Lopez et al. 2017). Este fenomeno se ha observado en otros modelos,
donde después de un primer ciclo de expansion clonal, la muerte celular disminuye al igual que
el nimero de divisiones celulares, dando como resultado una poblacion celular menos variable
(Labi y Erlacher 2015).

Iniciacién Promocién Progresion

[ Células normales \ (Células iniciadas \ (Céncer in situ \ / Angiogénesis \

y ) L4 -

g ...Q 2 ) A
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| ., .y !. '-“ '..

Membrana I

Linfa y vasos
sanguineos

Figura 1. Modelo de carcinogénesis Multietapas en cancer de mama. En la iniciacién, a) las células normales reciben un
estimulo carcinogénico que desencadena la aparicion de mutaciones y alteraciones epigenéticas en oncogenes y genes
supresores de tumores. El dafio provocado por un carcinégeno puede sumarse al efecto de otros factores de riesgo hereditarios
y relacionados con el estilo de vida. En la promocién, b) Las células que han sido iniciadas son susceptibles a la accion de
sustancias promotoras que favorecen la expansion clonal de diferentes subpoblaciones tumorales in situ. ¢) Las subpoblaciones
son seleccionadas de acuerdo con su desempefio en el microambiente tumoral y su capacidad de resistir a las sefiales de muerte
celular. En la progresion, d) las células tumorales adquieren un fenotipo maligno, la habilidad de inducir angiogénesis y hacer
metastasis. Modificado de referencia (Mothoneos y Pelosi 2017). BioRender.



La resistencia a la muerte celular puede verse influenciada por la pérdida de funcion de los
genes supresores de tumores y la accion sinérgica de los oncogenes (Figura 1¢). Por ejemplo,
las mutaciones que causan la pérdida de funcion de 7P53 resultan en procesos de resistencia a
la apoptosis y son frecuentemente asociados con un mal pronodstico (Labi y Erlacher 2015).
Durante la seleccion clonal, la muerte de las células iniciadas genera nichos vacantes dentro
del ambiente tumoral, que son repoblados por clonas mas agresivas. De manera que, la
apoptosis incrementa la presion proliferativa y promueve la seleccion clonal (Labi y Erlacher
2015).

La “conversion” de las células tumorales durante la etapa de progresion es irreversible e
implica la ganancia de fenotipos malignos con la capacidad de migrar e invadir otros tejidos
(Tanaka et al. 2013) (Figura 1d). Las células convertidas proliferan independientemente del
estimulo y tienen la capacidad de transformar su ambiente mediante la liberacion de factores
de crecimiento. La metastasis inicia con la invasion del tejido aledafio al tumor primario, la
incursion de las células tumorales en los vasos sanguineos o linfaticos y finaliza con la
diseminacion a 6rganos distantes (Scully et al. 2012). Si las células tumorales tienen éxito en
su nuevo ambiente, el proceso de migracion e invasion se puede repetir y producir una
metastasis secundaria. Se ha observado que el cancer de mama hace metéstasis con mas
frecuencia a los huesos y los pulmones que a drganos como el higado y el cerebro (Gandhi y
Das 2019). En esta etapa de la carcinogénesis las lesiones o neoplasmas son altamente
distinguibles del resto del parénquima y las células experimentan cambios metabdlicos (Scully
etal. 2012).

1.2.2 Caracteristicas distintivas del cancer

Las “caracteristicas distintivas del cancer” fueron descritas en un inicio como “las reglas
que gobiernan la transformacion de las células normales en cancerosas” (D. Hanahan y
Weinberg 2000); aunque constituyen en realidad una recapitulacion de las habilidades mas
importantes que adquieren las células durante el desarrollo tumoral: 1) la capacidad
proliferativa e 2) inmortalidad replicativa, 3) la habilidad para evadir sefiales supresoras del
crecimiento y 4) de muerte celular; asi como, 5) la competencia para inducir angiogénesis y 6)
activar procesos de invasion y metéstasis (D. Hanahan y Weinberg 2000).

Las caracteristicas distintivas del cancer conservan vigencia hasta nuestros dias y no se
contraponen de manera directa con la vision adaptativa del modelo Multietapas. De hecho, este
modelo recapitula muchos de los elementos del modelo Multietapas, como la relevancia de las
mutaciones en oncogenes y/o genes supresores de tumores que se pueden heredar y favorcer la
adquisicion de las marcas disntintivas del cancer. Este modelo también propone que la
acumulacion de alteraciones conduce a un fenotipo maligno, donde la sinergia de varios
oncogenes puede “reprogramar los circuitos” que regulan las vias de sefializacion celular (D.
Hanahan y Weinberg 2000).



La diferencia méas importante entre la vision del modelo Multietepas y las caracteristicas
distintivas del cancer es que, si bien las células cancerosas son capaces de acumular diferentes
habilidades, la adquisicion de éstas no sigue un unico orden cronologico. El modelo sugiere
que eventualmente todas las células cancerosas adquieren mas de una caracteristica distintiva
del cancer, pero que el orden de adquisicion puede variar dependiendo del tipo de cancer y que
incluso, pueden adquirirse dos o mas habilidades al mismo tiempo (D. Hanahan y Weinberg
2000).
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Figura 2. Las caracteristicas distintivas del cancer. La ilustracion retine las diez habilidades que adquieren las células
cancerosas durante su desarrollo. Modificado de referencia (Douglas Hanahan y Weinberg 2011).

Después de 10 afios de su publicacion, el modelo de las caracteristicas distintivas del cancer
incorpord dos elementos mas: las caracteristicas facilitadoras y emergentes del cancer. Como
su nombre lo indica, las caracteristicas facilitadoras del cancer promueven la adquisicion de
otras habilidades a través de 7) la inflamacion e 8) inestabilidad gendmica. Las caracteristicas
emergentes del cancer estan involucradas en la patogénesis, guiando 9) la reprogramacion
metabdlica y 10) la evasion de la respuesta inmune (Douglas Hanahan y Weinberg 2011)
(Figura 2).

La nueva propuesta de las caracteristicas distintivas del cancer destaca la importancia de la
evolucion del “microambiente tumoral” y las interaciones entre las células cancerosas y las



células adyacentes que conforman el tejido. Ademas, sitia a los mecanismos epigenéticos
como elementos heredables que influencian la expresion de oncogenes y genes supresores de
tumores (Douglas Hanahan y Weinberg 2011).

1.2.3 Plasticidad epigenética en cancer

La epigenética se define como el estudio de los cambios heredables en la expresion génica
que no dependen de la secuencia desnuda del DNA. Entre los mecanismos de regulacion
epigenética que coordinan la organizacion del nticleo y la transcripcion de los genes, se
encuentran la metilacion del DNA, las modificaciones de histonas, el posicionamiento de las
histonas y la regulacion de las moléculas no codificantes de RNA (Kanwal, Gupta, y Gupta
2015).

Desde que se establecio el término en 1942, Conrad Waddington sugiri6é que la epigenética
era un puente entre el genotipo y el fenotipo, capaz de dar explicacion a los procesos de
diferenciacion celular que ocurren en un mismo organismo y otorgan a las células diversidad
en forma y funcion. Bajo esta premisa se construiria mas adelante el concepto de “paisaje
epigenético”, como el conjunto de variables que intervienen en la toma de decisiones de una
célula indiferenciada y la guian durante el desarrollo hacia diferentes destinos celulares
(Goldberg, Allis, y Bernstein 2007).

Homeostasis normal Cromatina permisiva Seleccion
de la cromatina

®© ®

Figura 3. Modelo de Plasticidad epigenética y cancer. La homeostasis normal de la cromatina estabiliza la expresion génica
y la diferenciacion celular (azul). Las alteraciones ambientales, genéticas y metabolicas cambian la conformacion de la
cromatina haciéndola permisiva a cambios en la expresion génica. La plasticidad epigenética puede conferir habilidades que
seleccionan a las células cancerosas (rojo). Modificado de referencia (Flavahan, Gaskell, y Bernstein 2017).

El modelo de la “plasticidad epigenética” retoma los principios basicos de las caracteristicas
distintivas del cancer y sustenta el papel de la epigenética en la adquisiscion de fenotipos
malignos. Este modelo propone que las alteraciones genéticas y epigenéticas comparten una
relacion estrecha durante el desarrollo de los tumores, donde el estado de la cromatina confiere



plasticidad para activar o reprimir la expresion de oncogenes y genes supresores de tumores
(Flavahan, Gaskell, y Bernstein 2017) (Figura 3).

La plasticidad de la cromatina puede verse afectada por estimulos géneticos y no-genéticos
que afectan la expresion y actividad de los reguladores epigenéticos que estan involucrados en
la carcinogénesis (Chatterjee, Rodger, y Eccles 2018). Algunos estimulos no-genéticos son la
inflamacion, el envejeciemiento, la hipoxia, el estrés celular y el metabolismo (Flavahan,
Gaskell, y Bernstein 2017). La desregulacion epigenética suele tener consecuencias globales
en la transcripcion génica, por lo que en los ultimos afios se ha hecho un gran esfuerzo para
identificar y validar nuevos blancos terapéuticos (Kelly y Issa 2017; Baylin y Jones 2011).

2. Epigenética
2.1 Niveles de compactacion de la cromatina

Un genoma es el compendio completo de informacion genética de una especie. El genoma
humano contiene alrededor de 2,85 billones de nuicleotidos contenidos en el nucleo celular, en
estructuras super-enrolladas que denominamos cromosomas (International Human Genome
Sequencing Consortium 2004). Los cromosomas se componen de cromatina; es decir, DNA y
proteinas, que en conjunto pueden adoptar diferentes niveles de compactacion. El primer nivel
de compactacion involucra la formacion de estructuras llamadas nucleosomas, donde 146 pares
de bases (pb) de DNA se enrollan alrededor de un nticleo de ocho proteinas, denominadas
histonas. Las proteinas que conforman de manera canodnica a este nticleo son dos dimeros de
histonas H2A/H2B y un tetrdmero H3/H4 (Cutter y Hayes 2015). La union entre el DNA y las
histonas es posible gracias a interacciones electrostéticas; la carga positiva que las histonas
adquieren por su elevado contenido de aminoacidos basicos, como la lisina y arginina, favorece
la atraccion de las cargas negativas de los grupos fosfato del DNA en condiciones fisiologicas
de pH. Las histonas Hl y H5 permanecen al exterior del nucleo de ocho histonas, pero
constituye un también un elemento clave en la condensacion de la cromatina y la formacion de
estructuras de orden superior (Happel y Doenecke 2009).

Las dimensiones de un nucleosoma rondan entre los 10 nm de didmetro y 5 nm de altura. A
la estructura cromatinica que forma una coleccion de nucleosomas se le conoce como “collar
de perlas”. Esta estructura permite un acomodo laxo de la cromatina (eucromatina) y la union
de la maquinaria de transcripcion génica (Felsenfeld y Groudine 2003). Las unidades
transcripcionales o genes se componen normalmente de a) un promotor en el extremo 5°de la
cadena codificante de DNA, b) dos regiones 5"y 3 no traducidas (UTR) que flanquean al cuerpo
del gen y contienen sefiales para la maduraciéon de los RNA mensajeros (mRNA) y la
regulacion de la traduccion y c) el cuerpo del gen que cuenta con secuencias codificantes
(exones) y no codificantes (intrones) (Hegde y Crowley 2019). Las secuencias de nucleotidos
que flanquean al 5'-UTR y al 3’-UTR proven las sefiales moleculares para el Inicio de la



Transcripcion (TSS) y el Término de la Transcripcion (TTS), respectivamente. A las
secuencias de DNA que se encuentran entre unidades transcripcionales se les conoce como
regiones intergénicas (Hegde y Crowley 2019).

Al segundo nivel de compactacion se conoce como solenoide o fibra de 30 nm y consta de
6 o 7 nucleosomas por giro, dispuestos con sus caras planas paralelas al eje de la fibra
(Felsenfeld y Groudine 2003). En este nivel la transcripcion génica se dificulta. A la cromatina
que puede cambiar de un estado transcripcional a otro se le conoce como heterocromatina
facultativa, mientras que la cromatina altamente condensada y transcripcionalmente inactiva
se le denomina heterocromatina constitutiva (Huisinga, Brower-Toland, y Elgin 2006). La fibra
de 30 nm debe compactarse otras 100 veces para formar asas de cromatina. La sucesiva
compactacion de las fibras forma dominios de cromatina de 700 nm. Estos dominios se
disponen en diferentes regiones del nucleo de las células en interfase y se compactan a 1400
nm durante la division celular para formar el clasico cromosoma metafasico (Felsenfeld y
Groudine 2003). Se ha visto que la organizacion territorial de los cromosomas dentro del nticleo
interfasico esta altamente regulada y tiene un efecto directo sobre la transcripcion de los genes
(Cremer y Cremer 2010). La cercania entre diferentes regiones inter e intra-cromosomales
favorece el contacto de multiples secuencias génicas y elementos regulatorios que cooperan
con la maquinaria transcripcional (Fraser y Bickmore 2007). De manera, que la compactacion
y la disposicion de la cromatina en el nlicleo juegan un papel crucial en la regulacion de la
expresion génica.

2.1.1 El factor de transcripcion CTCF

La organizacion de la cromatina al interior del nucleo se concibe gracias a la participacion
de proteinas arquitectonicas, entre las que destaca el factor de union a la secuencia CCCTC
(CTCF). Esta proteina, conocida en un inicio como NeP1, se situa entre los limites de los
dominios topoldgicamente asociados (TAD) y junto con el complejo proteico de la cohesina
forma asas de cromatina que facilitan la interaccion entre diferentes regiones del genoma
(Jabbari, Chakraborty, y Wiehe 2019; Burcin et al. 1997). La formacion de asas establece la
compartimentalizacion del niicleo y mantiene una barrera entre la sefializacion de secuencias
intensificadoras de la transcripcion llamadas enhancers y los promotores de un dominio y otro
(Merkenschlager y Nora 2016) (Figura 4a).

CTCF es una proteina evolutivamente conservada en vertebrados que se compone de un
dominio N-terminal, un dominio central con 11 dedos de zinc y un dominio C-terminal (Heger
etal. 2012). Los dedos de zinc son un tipo de motivo estructural de las proteinas que les
permiten unirse al surco mayor del DNA. Los dedos de zinc consisten en dos hojas antiparalelas
B plegada y una a hélice, que son estabilizadas por la presencia de un ion zinc (Bulyk et al.
2001).
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Figura 4. El reclutamiento de la proteina CTCF tiene un papel clave en la organizacion de la cromatina dentro del nucleo.
a) La cooperacion entre las proteinas CTCF y cohesina regula la compartimentalizacion del ntcleo. b) El reclutamiento de
CTCF a sus motivos de union depende de la disposicion de su dominio central con once dedos de zinc. El reconocimiento del
motivo U involucra a los dedos de zinc 9-11 y el reconocimiento del motivo D a los dedos de zinc 1-2. Modificado de
referencias (Nakahashi et al. 2013; Marshall, Bailey, y Rasko 2014; Arzate-Mejia, Recillas-Targa, y Corces 2018).
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Dentro de un mismo compartimiento e incluso dentro de un mismo gen, pueden encontrarse
varios sitios de union de CTCF. Se estima que CTCF se une en alrededor de 40,000-80,000
sitios en el genoma de los mamiferos, que corresponden predominantemente a regiones
intergénicas (53%), intronicas (30%) y promotoras (12%) que se sobrelapan con secuencias
regulatorias como los enhancers (H. Chen et al. 2012). En el genoma humano, CTCF cuenta
con mas de 77,811 sitios de union, de los cuales el 50,149 son variables entre un tipo celular y
otro (H. Wang et al. 2012).

El reclutamiento de CTCF a sus motivos de union en el DNA estd mediado en el 80% de
los casos por los dedos de zinc 3-7 de su dominio central (Hashimoto etal. 2017). A la
secuencia de 15-20 pb que reconocen los dedos de zinc 4-7 se le conoce como “motivo C” o
“motivo nuclear” (Nakahashi et al. 2013). Se cree que la funcion de los otros dedos de zinc, 1-
2 y 8-11, es estabilizar la union de CTCF a las secuencias no conservadas que flanquean al
motivo de unioén (Nakahashi et al. 2013).

El modelo de la “silla de caballo” sugiere que “el motivo U” reconocido por los dedos 9-11
estabiliza la union de CTCF. Al formarse “el motivo UC” los dedos 1-2 contribuyen a la unién
de CTCF al asociarse con secuencias de DNA que no cuentan con ningiin motivo consenso. En
ausencia del motivo U, se forma “el motivo CD” en el que los dedos 1-2 pierden afinidad por
el DNA y el dedo 8 se agrupa con los dedos 9-11 para esatbilzar la union de CTCF. De acuerdo
con este modelo, la asociacion del dedo 3 es esencial en los sitios sin motivos de uniéon U
(Nakahashi et al. 2013) (Figura 4b).

El reclutamiento de CTCF también puede verse influenciado por las modificaciones
covalentes del DNA. Existe evidencia de que la proteina CTCF tiene poca afinidad de unién a
secuencias de DNA metiladas (Hashimoto et al. 2017). Ademas, la direccionalidad en la
secuencia del motivo de union de CTCF determina la formacion de asas de cromatina; para que
estas se formen, la secuencia del motivo de union debe estar orientada de manera convergente
(de Wit et al. 2015) (Figura 4a).

Ademas de desempefiar un papel crucial en la organizacion del niicleo, CTCF funge como
factor de transcripcion y elemento regulatorio de muchas otras actividades importantes para el
mantenimiento del genoma, como la reparaciéon del DNA, la recombinacion homologa, el
splicing alternativo, la impronta génica, la supresion de tumores y el efecto aislante que se
denomina “insulator” (Arzate-Mejia, Recillas-Targa, y Corces 2018; Ohlsson, Bartkuhn, y
Renkawitz 2010). Estudios recientes muestran que CTCF puede interactuar con cientos de
moléculas endogenas de RNA y mantener de manera simultdnea su uniéon con el DNA (Kung
etal. 2015; Saldafia-Meyer et al. 2014). De igual manera, la proteina CTCF es capaz de
contactar a una gran variedad de proteinas, entre las que destacan la RNA polimerasa II
(RNAPII), la laminina, la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1) y varias proteinas
modificadoras de la cromatina (Zlatanova y Caiafa 2009).
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2.2 Modificadores de la cromatina

Cada uno de los los mecanismos de regulacion epigenética responde a las sefiales de un
“codigo” dinamico que se establece en la cromatina dependiendo del contexto fisiologico y las
senales extracelulares. En este codigo participan elementos que colocan, reconocen y retiran
marcas o modificaciones quimicas en los nucle6tidos de DNA y las regiones amino terminales
de las histonas (Figura 5).

Los “writers” o enzimas que colocan las modificaciones en el DNA son metiltransferasas
(DNMTs) que catalizan la transferencia de un grupo metilo a partir del donador S-adenosil-L-
metionina (SAM) a la quinta posicion de los residuos de citosina (SmC). La metilacién ocurre
predominantemente en regiones enriquecidas con dinucledtidos de citosina y guanina (islas
CpG), como los promotores génicos. La metilacion del promotor de un gen causa su
silenciamiento (Biswas y Rao 2018).

Cromosomas  Fibras de cromatina Nucleosoma Cédigo

& Writer

(O Marca de
histonas

Asas de cromatina

Figura 5. Niveles de compactacion de la cromatina y elementos que establecen el cddigo epigenético. Existen diferentes
niveles de compactacion de la cromatina, desde la formacion de asas hasta la conformacion de los nucleosomas. Las regiones
amino terminales de las histonas y la secuencia desnuda de DNA son susceptibles a modificaciones quimicas que son
adicionadas, leidas y borradas por los elementos reguladores del codigo epigenético. Modificado de referencia (Keating,
Plutzky, y El-Osta 2016).
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Los writers de las marcas de histonas colocan modificaciones post-traduccionales (PTM) en
las regiones amino terminal de las histonas. Algunas de las PTM conocidas son la metilacion,
la acetilacion y la fosforilacion en de residuos de lisina (K) o arginina (R). Existen enzimas que
pueden agregar uno o hasta tres grupos metilo a un mismo de residuo de aminoacido. A las
enzimas que agregan un solo grupo metilo se les conoce como distributivas, y a las que agregan
de mas de un grupo metilo como procesivas. La nomenclatura de las marcas de metilacion de
las histonas indica el tipo de histona que fue modificada, en cudl residuo y cudntos grupos
fueron afiadidos. Por ejemplo, la marca H3K4me3 indica que en el residuo de lisina 4 de la
histona H3 fueron afiadidos tres grupos metilo. Algunas marcas de histonas se han asociado
con estados de activacion o represion de la transcripcion génica y/o con el nivel de
compactacion de la cromatina. Por ejemplo, la marca H3K4me3 se relaciona con regiones de
eucromatina y activacion de transcripcion génica, mientras que la marca H3K27me3 se
relaciona con la formacion de heterocromatina facultativa y la represion transcripcional. A esto
se le denomina Cédigo de Histonas (Hyun et al. 2017).

Los “readers” son un grupo de proteinas que reconocen e interpretan las modificaciones para
permitir el ensamblaje de complejos proteicos. Estas enzimas cuentan con dominios especiales
(dominios de union a CpG metilado/MBD, bromodominios/BRD, cromodominios, etc) que se
unen a diferentes modificaciones post-traduccionales en las histonas y covalentes en el DNA
(Biswas y Rao 2018).

Los “erasers” son las proteinas que remueven las marcas y, por ende, cambian la
sefializacion de la transcripcion génica. Existe un eraser para cada tipo de modificacion; es
decir, desmetilasas, desacetilasas y fosforilasas, entre otras. Las proteinas que retiran la
metilacion del DNA son las metilcitosin dioxigenasas de la familia TET. Estas enzimas son
dependientes de a-cetoglutarato (a-KG) y catalizan la oxidacion sucesiva de la SmC a sus
derivados: la 5’-hidroxi-metilcitosina (ShmC), la 5’-formilcitosina (5fC) y la 5'-
carboxilcitosina (5caC) (Breiling y Lyko 2015). Los nucleétidos oxidados son reconocidos
como una sefial de dafio y restaurados por medio de las vias de reparacion del DNA. Los
derivados oxidados pueden ser escindidos por la timin DNA glicosilasa (TDG), que esta
acoplada a la via de reparacion de escision de base (BER), desaminados por la citidina
desaminasa (AID) o eliminados por dilucién durante la replicacion del DNA (X. Wu y Zhang
2017).

Los erasers de las marcas de histonas son desmetilasas (KTMs) que pertencen a dos familias
enzimaticas: las Desmetilasas Especificas de Lisinas (LSD) y las desmetilasas Jumonji de
dominio C (JmjC). Estas familias se distinguen entre otras cosas, por su mecansimo de accion
y capacidad de desmetilacion. Las enzimas de la familia LSD son amino-oxidasas dependientes
de FAD que desmetilan residuos de lisina mono- y dimetilados mientras que las enzimas de la
familia JmjC son oxigenasas dependientes de a-KG capaces retirar la mono-, di- y trimetilacion
de los residuos de lisina modificados (Kampranis y Tsichlis 2009).
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3. Desmetilasa de histonas KDM4A

La desmetilasa de histonas KDM4A (también conocida como JMID2A, JHDM3A y
KIA0677) es un miembro de la familia de oxigenasas JmjC, que estd evolutivamente
conservada desde las levaduras hasta los mamiferos (Katoh y Katoh 2004). Esta desmetilasa se
encuentra principalmente en el nucleo celular y tiene como blanco los residuos di- y
trimetilados de de las lisinas en la posicion 9 y 36 de la histona H3 (H3K9me3/2 y
H3K36me3/2) (Guerra-Calderas et al. 2015) . Estudios basados en la cinética y cristalografia
de KDM4A sugieren que esta enzima tiene una mayor eficiencia desmetilando los residuos
trimetilados y una preferencia por la marca de histonas H3K9 (Couture et al. 2007; Ng et al.
2007).

La metilacion de la marca de histonas H3K9 es colocada por miembros de la familia de
metiltransferasas SUV39. Las marcas H3K9me3/2 se relacionan con el silenciamiento
transcripcional y la formacion de heterocromatina constitutiva (Shilatifard 2006; Hyun et al.
2017). En cambio, altos niveles de la marca H3K9mel se han detectado en el TSS de genes
transcripcionalmente activos (Barski et al. 2007).

La metilacion de H3K36 es colocada por miembros de la familia de metiltransferasas SET2
(Shilatifard 2006). La marca H3K36me3 inhibe la transcripcion de los genes en el sitio de
inicio, pero facilita la elongacion de la transcripcion y previene su iniciacion en el cuerpo de
los genes. Ademas, se ha propuesto que esta marca tiene un papel importante en el splicing
alternativo, la replicacion, recombinacion y reparacion del DNA (Berry y Janknecht 2013).

Ademas de mediar la transcripcion génica a través de la condensacion de la cromatina, la
desmetilasa KDM4A tiene otras funciones regulatorias en procesos como la replicacion y
senescencia celular, la respuesta al dafio al DNA vy la traduccion (Guerra-Calderas et al. 2015;
Black et al. 2010; Van Rechem et al. 2015). KDM4A regula también la progresion del ciclo
celular incrementando la accesibilidad de la cromatina. Lo anterior debido a que antagoniza la
union de HP1, una proteina que media la formacion de heterocromatina constitutiva (Black
et al. 2010).

KDMA4A interactia fisicamente con diferentes tipos de proteinas, como desacetilasas de
histonas (HDAC:S), factores transcripcionales (ej. p53) y funge como cofactor del corepresor
N-CoR durante la represion del gen ASCL2 (Gray et al. 2005; Zhang, Yoon, y Wong 2005;
Kim et al. 2012). Ademas, tiene sustratos no histonicos; por ejemplo, la proteina de dedos de
zinc WIZ, la hormona somatomamotropina coridonica humana (HCS), la proteina de
cromodominio Y (CDYL) y la metiltransferasa G9a, entre otros (Ponnaluri et al. 2009;
Johmura et al. 2016).

La abundancia de la proteina KDM4A es dependiente del ciclo celular. Su disponibilidad
aumenta durante la fase GI, tiene un decremento durante la fase S y muestra una escasez
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durante las fases G2/M; a pesar de que los niveles de mensajero se mantienen constantes
durante el ciclo celular (Black et al. 2010). Estudios recientes han revelado que los niveles
celulares de KDM4A se regulan post-transcripcionalmente mediante la ubiquitinacion de sus
residuos de aminoécidos. Los complejos de ubiquitin ligasa SCF, en particular SKIP1-CUI1-
F-Box y FBX022, regulan el recambio y la degradacion de KDM4A durante el ciclo celular
(Tan, Lim, y Harper 2011). Ademas, la disponibilidad de la proteina KDM4A es controlada
por las ubiqutin ligasas RNF8 y RNF168 en respuesta al dafio al DNA (Mallette et al. 2012)

La actividad de desmetilasa de KDM4A es regulada de manera enddgena, a través de los
niveles de oxigeno, a-KG o de moléculas que compiten por su sitio catalitico como la 2-
hidroxiglutarato (Chowdhury et al. 2011).

3.1 Dominios estructurales de KDM4A

La desmetilasa KDM4A se compone en total de 1064 residuos de aminodcido y cuenta con
cuatro dominios: un dominio JmjN, un dominio JmjC, un dominio carboxilo terminal (C-
terminal) y un dominio estructural variable (Z. Chen et al. 2006) (Figura 6a). El centro
catalitico de la enzima se forma a partir de los residuos de aminoéacidos 1-350 y comprende a
los dominios JmjN, JmjC y C-terminal (Hoffmann et al. 2012).

El dominio JmjN se forma apartir de los residuos de aminoacidos 14-56 y parece tener un
papel importante en la conformacioén tridimensional del sitio catalitico y una funcidén
adaptadora para reclutar proteinas (Z. Chen et al. 2006). El dominio JmjC, que se forma con
los residuos de aminoécidos 171-293, es responsable de la actividad enzimatica de la proteina.
El mecanismo de desmetilacion es dependiente de Fe*?, oxigeno y a-KG y resulta en la
liberacion de formaldehido, succinato y CO2 (Hoffmann et al. 2012).

El dominio C-terminal, que se forma a partir de los residuos de aminoacidos 294-350,
participa en la formacion del sitio de unidn al sustrato. Se ha visto que un motivo de dedos zinc
se forma entre un residuo de cisteina e histidina del dominio JmjC y dos residuos de cisteina
del dominio C-terminal. La funcién de estos dedos de zinc es mantener una asociacion estrecha
entre ambos dominios (Z. Chen et al. 2006). Se cree que el dominio C-terminal tiene influencia
en la localizacién subcelular de la desmetilasa KDM4A, aunque se desconoce cudl es el
mecanismo involucrado y no se ha identificado hasta el momento una sefial de localizacion
nuclear (NLS) en su secuencia (Klose, Kallin, y Zhang 2006). A diferencia de KDM4A, en
otras desmetilasas pertenecientes a la familia JmjC la NLS se encuentra en el dominio JmjN
(Kamikawa y Donohoe 2014; Huang et al. 2013).

El dominio estructural variable comprende del residuo de aminoacidos 350-1064 cuenta con
dos dominios Tudor y dos homeodominios de dedos de zinc (PHD) (Figura 6a). Los dominios
PHD, que se forman con los residuos de aminoacidos 709-767 y 828-885 respectivamente,
tienen una funcion incierta para la desmetilasa KDM4A, ya que reconocen a la marca
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H3K4me?2/3, un blanco de desmetilacion distinto al de la enzima. La marca H3K4me3 se
relaciona con regiones de eucromatina y activacion de transcripcion génica (Hyun et al. 2017);
por lo que algunos investigadores creen que dicha marca podria reclutar a KDM4A, a través
de sus dominios Tudor, a los promotores de genes activos para garantizar la desmetilacion de
la marca H3K9me3 (Berry y Janknecht 2013).

a
JMJN JMJC PHD TUDOR
Dominio Variable
o 7a no 1 350 1064

A% *

H3K9me3 1
Represion
ini Dominio
Dominio
JmiN Jmic ’ H3K36me3 Al
Elongacion

Dominio C-terminal

Figura 6. Dominios funcionales de la desmetilasa de histonas KDM4A. a) La familia a la que pertenece esta enzima comparte
los dominios JmjN (amarillo), dominio JmjC (morado) y dominio C-terminal (azul). La desmetilasa KDM4A cuenta ademéas
con un dominio estructural variable con dominios dobles PHD y Tudor (verde). Dentro del area coloreada en morado se
muestra una molécula de a-KG. PDB 2PXJ. b) Blancos de desmetilacion in vivo y su asociacion bioldgica. Modificado de
referencia (Z. Chen et al. 2006).

El doble dominio Tudor que se forma con los residuos de aminoacidos 897-954 y 955-1011
respectivamente, reconoce a las marcas de histonas H3K4me3 y H4K20me2/3 (Shiau et al.
2013). La marca H4K20me2 es un importante marcador de la replicacion y reparacion del
DNA, mientras que la marca H4K20me3 parece estar involucrada con el silenciamiento de
transposones y promotores génicos (Svobodova Kovatikova et al. 2018). Estudios recientes en
proteinas similares sugieren que los dominios Tudor podrian actuar en conjunto para reconocer
a la marca H3K9me3 (Xie, Jakoncic, y Qian 2012). Toda esta evidencia sugiere que los
dominios PHD y Tudor podrian facilitar la union de KDM4A a la cromatina; sin embargo, no
hay evidencia de que estén mediando un mecanismo de reclutamiento (Labbé, Holowatyj, y
Yang 2013). Algunos investigadores creen que el reconocimiento de los dominios PHD y
Tudor influye, mas bien, en la actividad de desmetilasa de KDM4A y la ayuda a mantener una
asociacion estrecha con otras proteinas de la cromatina (Guerra-Calderas et al. 2015).
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3.2 La expresion de KDM4A en cancer

El estudio de la desmetilasa KDM4A ha sido particularmente relevante en la investigacion
de mas de 11 diferentes tipos de cancer, entre los que destacan el cancer de mama, de prostata,
de pulmén y de colon (D. H. Lee et al. 2020). En todos los casos, el factor comun es la
sobreexpresion de KDM4A vy la alteracion de las marcas de histonas H3K9me2/3 y H3K36me3
(Guerra-Calderas et al. 2015).

La sobreexpresion de KDM4A se ha relacionado con la capacidad metastasica de varias
lineas celulares (D. H. Lee et al. 2020). Ensayos de migracion in vitro con células de cancer de
colon, han reportado que la inhibicion de la actividlad KDM4A disminuye la capacidad
migratoria de las células tumorales (Kim et al. 2012). En cancer de endometrio, se ha visto que
el Knock Down (KD) de KDM4A reduce tanto la capacidad migrativa como invasiva de los
tumores (H.-L. Wang et al. 2014). Resultados similares se han reportado en lineas celulares de
cancer de vejiga y endometrio (H.-L. Wang et al. 2014; F. Wang et al. 2019). Es por esto, que
en los ultimos afios ha incrementado el interés por encontrar inhibidores especificos de la
demetilasa KDM4A que puedan tener un potencial uso terapéutico en cancer (H. J. Lee et al.
2017).

4. Antecedentes directos

4.1. Genes involucrados en procesos tumorales

4.1.1 El gen WRAP53

El gen WRAP53 ha ganado relevancia en el estudio del cancer a través de los afios por su
correlacién con los altos niveles enddégenos de mensajero y proteina del gen supresor de
tumores 7P53. La ausencia de la proteina p53 se relaciona con la proliferacion descontrolada,
el incremento en la sobrevivencia y la inestabilidad gendémica de las células (Vousden y Lu
2002; Salah Mahmoudi et al. 2009).

En una primera caracterizacion del gen WRAPS53, se encontrd que su RNA mensajero es un
transcrito antisentido de 7P53 (Figura 7). WRAPS53 cuenta con tres exones alternativos del
inicio de la transcripcion: la, 1 y ly. El exén 1y sobrelapa con el primer intron de 7P53 y
genera un transcrito de funcion desconocida hasta ahora. El exon 1a sobrelapa en 227 pb con
la secuencia del primer exon del gen 7P53, siendo el Uinico capaz de regular positivamente sus
niveles de mensajero maduro. El mecanismo regulatorio es postranscripcional e involucra la
formacion de un duplex de RNA a partir de los transcritos que incluyen el exén la de WRAPS53
y primer intrén de 7P53. La expresion de WRAPS53a es necesaria para induccion de p53
despties del dafio al DNA y su posterior respuesta apoptotica (Salah Mahmoudi et al. 2009). Se
piensa que la formacion del duplex protege al transcrito de 7P53 de la degradacion. Este duplex
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se forma incluso con versiones mutantes de 7P53, lo que destaca un potencial uso terapéutico
del transcrito WRAPS53a (Farnebo, Bykov, y Wiman 2010).

Represion transcripcional
A\ mRNA Wrap53

Cromosoma 17 WRAP53
17p13.1
-
+ —ﬂ
P53 M©

Transcripcion

mRNA p53

[T

mRNA Wrap53g

L

mMRNA Wrap53 e

v
Traduccién
Induccion por dafo al DNA Elongacion de telémeros
Apoptosis Reparacion del DNA

Biogénesis de ribonucleoproteinas

Figura 7. Efecto regulatorio de los transcritos generados en el locus 7P53-WRAPS53. El promotor bidireccional de este locus
regula la expresion de los transcritos antisentido de los genes 7P53 y WRAP53. El transcrito Wrap53a regula positivamente
la abundancia del transcrito de p53 y su induccion por dafio al DNA. El transcrito Wrap538 codifica a la proteina WDR79
involucrada en diferentes procesos de replicacion y reparacion del DNA. El gen 7P53, su transcrito y proteina se muestran en
color azul. El gen WRAP53, sus isoformas y proteina se muestran en color rojo. Las lineas negras en locus TP53-WRAP53
esquematizan la region de sobreposicion de sus exones.

En estudios posteriores, se encontr6d que el factor de union a CCCTC (CTCF) tiene un sitio
de union en el promotor de 7P53 que protege su expresion y mantiene la apertura de su
cromatina al bloquear la incorporacion de modificaciones represivas en las regiones amino
terminal de las histonas (Soto-Reyes y Recillas-Targa 2010). De hecho, este sitio de union de
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CTCEF tiene también un papel regulatorio en la expresion de WRAP53. La disminucion en los
niveles de CTCF reduce a su vez la expresion de todos los transcritos de WRAPS53. Ademas, se
demostré que CTCF contacta fisicamente al mensajero de WRAP53a (naciente y/o maduro), a
través de sus dedos de zinc (dedos 10-11) y su dominio carboxilo terminal. La unién entre
CTCF y el mensajero de WRAPS53 es necesaria para el mantenimiento en la expresion del
ultimo (Saldafia-Meyer et al. 2014).

La proteina codificada a partir del exén 13 de WRAPS53, conocida como WDR79 o TCABI,
es una subunidad de la enzima telomerasa, esencial para la elongacion de los telomeros y el
reclutamiento de la telomerasa a los Cuerpos de Cajal (Figura 7) (Venteicher et al. 2009). Los
cuerpos de Cajal son estructuras nucleares que contienen factores involucrados en la
maduracion de ribonucleoproteinas, la formacion del splicesoma, el procesamiento de los
transcritos de histonas y el ensamblaje de la RNA polimerasa, entre otras funciones. Hoy en
dia, se sabe que la sobreexpresion de WDR79 promueve la transformacion en una gran cantidad
en lineas celulares, mientras que su deplecion desencadena un proceso apoptotico en las células
cancerosas que es independiente de p53 (S. Mahmoudi et al. 2011).

4.1.2 El gen JAG2

La proteina codificada por el gen JAG2 es un ligando de la via Notch, una via
evolutivamente conservada que desempefia un papel importante en la diferenciacion de las
células durante el desarrollo embrionario y la auto-renovacion de érganos adultos (Lai 2004;
Austin et al. 1995). La unién de JAG2 con alguno de sus receptores (NOTCH1-NOTCH4),
activa una via de sefializacién que culmina con la escision del propio receptor y la translocacion
de su dominio intracelular (NICD) al nticleo. Este dominio puede formar parte de complejos
de activacion de la transcripcion de diferentes genes (Vaish, Kim, y Shim 2017; Cadigan y
Waterman 2012).

La senalizacion de Notch es frecuentemente activada por hipoxia durante la progresion de
los tumores, donde el aumento de JAG2 en condiciones hipoxicas promueve la sobrevivencia
de diferentes lineas celulares de cancer de mama e induce un fendmeno conocido como la
Transicion Epitelio Mesénquima (EMT) (Xing et al. 2011). En tejidos de cancer de mama, la
sobreexpresion de JAG2 se correlaciona con un incremento en el potencial metastasico de los
tumores y menor sobrevivencia de los pacientes (Mittal et al. 2009; Xing et al. 2011). Los altos
niveles de JAG2 se relacionan también con el crecimiento y mantenimiento de las células
madre cancerosas (Shan et al. 2017; Xing et al. 2011). Mientras que la subexpresion de JAG2
disminuye la capacidad migratoria e invasiva de la variante celular Br4, conocida por hacer
metastasis al cerebro (Nam et al. 2008). Aunque se desconoce el mecanismo exacto por el cual
aumenta la expresion de JAG2 en las células tumorales, algunos investigadores sugieren su
potencial uso como marcador diagnostico de cancer de mama (Shaw et al. 2012).
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4.2 Desmetilasas y su interaccion con CTCF

Los analisis de secuenciacion masiva han mostrado que los patrones de distribucion de las
diferentes marcas de histonas son restrictivos a ciertas regiones del genoma y que no pueden
ser explicados inicamente por la especificidad de los sitios activos de los writers y erasers del
codigo epigenético (ENCODE Project Consortium 2012). Cada vez, se hace mas evidente que
los dominios no cataliticos y las interacciones con otras proteinas tienen un papel importante
en el reclutamiento de las desmetilasas de histonas. Algunas hipdtesis apuntan a que estas
proteinas podrian ser reclutadas por su unién a moléculas con dominios de reconocimiento de
secuencias especificas, como los RNAs no codificantes y los factores de transcripcion
(Dimitrova, Turberfield, y Klose 2015).

Hasta ahora, pocos estudios han demostrado la asociacion entre CTCF y las desmestilasas
de DNA e histonas. En algunos modelos murinos existe evidencia de que la proteina CTCF
facilita el reclutamiento de las desmetilasas TET a sus sitios blanco, influenciando su actividad
e intervencion en procesos como la diferenciacion celular. Se ha visto, por ejemplo, que la
union de CTCF a las regiones débilmente metiladas (LMR) favorece el reclutamiento de las
TET y la conversion del DNA metilado (Feldmann et al. 2013; Z. Sun et al. 2013). De hecho,
la co-localizaciéon de CTCF, TET1 y Shmce ha sido corroborada a través de ensayos de co-
inmunoprecipitacion y se relaciona con la activacion de enhancers y la diferenciacion
adipogénica a través de la hidroximetilacion del DNA (Dubois-Chevalier et al. 2014) (Figura
8a).
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Figura 8. La interaccion entre CTCF y las desmetilasas. a) Mecanismo de activacion de enhancers mediado por CTCF vy las
desmetilasas de DNA, TET 1 y TET2. b) Mecanismo de regulacion de la transcripcion génica mediada por CTCF y la
desmetilasa de histonas KDMS5B.
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Solo se conocen dos casos en los que CTCF regula el reclutamiento de las desmetilasas de
histonas. En células de cancer de mama, se vio que la proteina CTCF es capaz de formar un
complejo con la desmetilasa KDMS5B, encargada de retirar las marcas H3K4me3/2. Los
investigadores notaron que los sitios de union de KDMS5B se sobrelapan con los de CTCF en
la mayoria de las lineas de cancer de mama y que este fenomeno se relaciona con una baja
senal de la marca H3K4me3 y la expresion de genes asociados los fenotipos luminales
(Yamamoto et al. 2014a) (Figura 8b).
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Figura 9. Represion transcripcional del gen CHDS mediada por CTCF y KDM4A. El complejo protéico CTCF-KDM4A es
reclutado al primer intron del gen CHDS5 y promueve la desmetilacion del residuo de histona H3K36me3. a) En células no
neoplasicas, CTCF se localiza en el primer intron de CHDS y las marcas H3K36me3/2 estan enriquecidas. b) En células
neoplasicas, KDM4A se encuentra sobrexpresada y el complejo que forma con CTCF promueve la desmetilacion de las marcas
H3K36me3/2 y dirige la represion transcripcional. ¢) La subexpresion de cualquiera de las dos proteinas, CTCF o KDM4A,
reactiva la expresion de CHDS5. Modificado de referencia (Guerra-Calderas et al. 2018).
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En nuestro grupo de trabajo se demostrd la union de CTCF con la desmetilasa KDMA4A.
Previamente existia evidencia de que la demetilasa KDM4A era reclutada al primer intrén del
gen supresor de tumores CHDS; y de que su union a dicha regioén debia ser el mecanismo
principal por el cual se regulaba negativamente la transcripcion de CHDS, ya que no existe
metilacion del DNA en su region promotora (Mulero-Navarro y Esteller 2008; Mallette y
Richard 2012). Paralelamente, surgi6 evidencia de que el factor nuclear CTCF incrementa la
frecuencia de desmetilacion de KDM4A (Jeong et al. 2011); asi que se realizaron estudios para
determinar si el mecanismo por el cual KDM4A era reclutada al gen CHDS involucraba la
participacion de la proteina CTCF. Efectivamente, nuestro grupo demostré que KDM4A y
CTCF se encuentran sobre-expresados y coexistiendo dentro del cuerpo del gen CHDS en
lineas celulares derivadas de cancer de mama y que su presencia favorece la subexpresion del
gen supresor de tumores a través de la desmetilacion de la marca de histonas H3K36me3/2
(Figura 9b). De hecho, el silenciamiento de KDM4A y/o CTCF guia a la reactivacion del gen
CHD5 en lineas celulares neoplésicas (Figura 9¢). En concordancia con el posible papel
reclutador de CTCF, el Knock Out (KO) de KDM4A restaura la expresion de CHDS pero no
afecta la localizacion de CTCF (Guerra-Calderas et al. 2018).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente existe informacion detallada sobre los residuos metilados en las regiones
amino terminal de las histonas y cudles son las desmetilasas encargadas de remover estas
modificaciones, pero poco se sabe sobre los mecanismos que regulan su reclutamiento e
interaccion con otras proteinas. Algunas hipotesis sefialan la posibilidad de que estas enzimas
sean reclutadas a través de su union a proteinas con dominios de reconocimiento de secuencias
consenso, como los factores de transcripcion (Dimitrova, Turberfield, y Klose 2015). Tras la
evidencia in vitro de que CTCF incrementa la frecuencia de desmetilacion de KDM4A (Jeong
et al. 2011) y de que esta desmetilasa es capaz de regular negativamente a genes supresores de
tumores como CHDSJ, sin que exista metilacion del DNA en su regiéon promotora (Mulero-
Navarro y Esteller 2008; Mallette y Richard 2012), nuestro grupo de trabajo realiz6 estudios
para determinar el mecanismo por el cual KDM4A es reclutado y regula la expresion de CHDS.
Se demostré que KDM4A y CTCF se encuentran sobre-expresados y coexistiendo dentro del
cuerpo del gen CHDS en lineas celulares derivadas de cancer de mama, y que su presencia esta
relacionada a la subexpresion del mismo (Guerra-Calderas et al. 2018). Este descubrimiento
sugiere un nuevo mecanismo de represion transcripcional independiente del promotor del gen,
en el que CTCF y KDM4A forman un complejo que promueve la desmetilacion de
H3K36me3/2. Dicho proceso podria estar regulando la expresion de otros genes supresores de
tumores y oncogenes relacionados con la capacidad invasiva de la células neoplasicas, por lo
que en el presente trabajo se desea conocer los sitios de union e interaccion de KDM4A y
CTCEF a nivel gendmico, asi como su participacion en la regulacion de la transcripcion global
en un modelo de cancer de mama.
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HIPOTESIS

El complejo formado por la desmetilasa de histonas KDM4A y el factor de transcripcion
CTCF regula la expresion de multiples genes involucrados en procesos de migracion e invasion
celular en cancer de mama.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la participacion gendémica de la desmetilasa de histonas KDM4A vy el factor de
transcripcion CTCF en la regulacion de la transcripcion de oncogenes y genes supresores
involucrados en la capacidad migratoria e invasiva de la linea celular de cancer de mama
MCEF7.

Objetivos particulares

1. Caracterizar los sitios de union de la desmetilasa de histonas KDM4A y el complejo
proteico CTCF-KDM4A en el genoma de las células MCF7, mediante el analisis de
datos previamente obtenidos de ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina y
secuenciacion masiva (ChIP-seq) realizados por nuestro grupo de trabajo.

2. Estudiar el efecto del Knock Out de la desmetilasa de histonas KDM4A en la capacidad
migratoria e invasiva de las células MCF7 mediante ensayos in vitro.

3. Evaluar la participacion de la desmetilasa de histonas KDM4A en la regulacion de la
transcripcion de dos de sus blancos génicos, a través de un modelo Knock Out para
KDMA4A en la linea celular MCF7 y un analisis de expresion con PCR cuantitativa (RT-

qPCR).
METODOLOGIA
1. Cultivo celular

Las lineas celulares provenientes de tejido mamario, MCF7 con fenotipo luminal y MDA-
MB-231 con fenotipo basal, se emplearon como modelo epitelial neoplasico y metastasico,
respectivamente. Todas las células fueron cultivadas como se plantea en la tabla Al (véase
apartado de metodologia en extenso pag 63). Las células MCF7 Knock Out para KDM4A
(MCF7-KDM4AKXO9) obtenidas previamente por el grupo de trabajo del Dr. Soto, se cultivaron
en condiciones similares a las de la linea MCF7, salvo la administracion de puromicina 3ug/mL
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en el medio de cultivo como agente de seleccion positiva.
IIL. Caracterizacion de las células MCF7 Knock Out de KDM4A

La caracterizacion de las células MCF7- KDM4AKO se realizo por medio de 1) andlisis por
citometria de flujo, que evalu6 las subpoblaciones de células positivas a la sefal de la proteina
roja florescente (RFP), incorporada en los sitios de rompimiento de la doble cadena de DNA
que genera el sistema CRISPR/Cas9 (por sus siglas en inglés, Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats and associated protein Cas9); 2) un ensayo de fluorescencia que
evidencio la expresion de RFP in situ; y 3) un Western Blot con tres réplicas biologicas, que
constatd la disminucion en los niveles de expresion de la proteina KDM4A, tomando como
control la expresion de actina.

III.  Ensayos de Inmunoprecipitacién de la Cromatina (ChIP) y ChIP-ReChIP

Los ensayos de ChIP permiten estudiar el enriquecimiento selectivo de un antigeno/proteina
en una region de cromatina particular. Los ensayos de ChIP y ChIP-ReChIP analizados por
secuenciacion masiva fueron previamente realizados por un miembro del laboratorio, M. en C.
Lissania Guerra, mientras que los ensayos de ChIP puntuales se obtuvieron durante el
desarrollo del presente trabajo. En ambos casos partimos de un cultivo celular de las lineas
MCF7 o MCF7- KDM4AKO con confluencia del 80%. A estas células se les agregd
formaldehido a una concentracion final del 1%, para conseguir un entrecruzamiento entre el
DNA vy las proteinas. Pasado un tiempo, dicho entrecruzamiento se detuvo con una solucion
con glicina. Las células se lavaron con una solucion amortiguadora y se lisaron con un buffer
para poder obtener la cromatina. La cromatina se sonico y se obtuvieron fragmentos de DNA
de entre 200-500 pb. Seguido de esto, se inmunoprecipitd la modificacion post-traduccional de
las histonas o proteina de interés con ayuda de anticuerpos especificos (ej. KDM4A, CTCF,
H3K9me3 y H3K36me3). El RNA y las proteinas se eliminaron con RNAsa A y proteinasa K
respectivamente. En el ensayo ChIP-ReChlIP, se realizaron los mismos pasos que en el ensayo
de ChIP convencional hasta el sonicado de las células. El siguiente paso fue la
inmunoprecipitacion de la primera proteina de interés (KDM4A o CTCF). Una vez obtenido
este material se disocid el anticuerpo con DTT sin desacoplar las interacciones proteina-DNA.
Después se realiz6 otra inmunoprecipitacion para la segunda proteina de interés. Se realizaron
dos ensayos de ChIP-ReChIP para alternar el orden de la primera proteina inmunoprecipitada
(ChIP CTCF-KDM4A y ChIP KDM4A-CTCF). En cualquiera de los dos ensayos, se
purificaron los fragmentos de DNA y se evaluaron por medio de una PCR cuantitativa para
conocer la eficiencia de la amplificacion y las veces de enriquecimiento de las proteinas o
marcas de interés con respecto a la cantidad de DNA que habia en el INPUT. Se considerd
también el uso de oligos especificos para regiones de DNA que sirven como controles positivos
y negativos de la inmunoprecipitacion de las proteinas de interés. Finalmente, se realiz6 un
andlisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de un andlisis de Dunnet para estimar
diferencias significativa entre las condiciones experimentales y el control.

25



IV.  Secuenciacion de DNA de alto rendimiento de las muestras ChIP y ChIP-ReChIP
(ChIP-Seq)

La técnica ChIP-seq permite identificar todos los sitios de union a la cromatina de una
proteina a nivel gendomico. El material obtenido por triplicado de los ensayos ChIP o ChIP-
ReChlIP fue secuenciado por un método de sintesis a través de la tecnologia de [lumina NextSeq
500 High Output. Con el apoyo del Dr. Nicolas Alcaraz, las lecturas fueron analizadas por
diferentes criterios de calidad a través de la plataforma FastQC y los adaptadores y secuencias
duplicadas son removidas. Para conocer las dareas del genoma donde las regiones
inmunoprecipitadas mostraron un enriquecimiento, las secuencias obtenidas fueron mapeadas
al genoma hg19 con el programa alineador BWA. Para crear tracks de sefial y llamar los picos
se utilizo la herramienta MACS?2. Estas lecturas y picos de enriquecimiento se cargaron en el
navegador UCSC donde fueron manualmente examinados. Posteriormente, se realizd un
andlisis de localizacion con el paquete ChIPSeekR, que provee datos estadisticos del
enriquecimiento en regiones de importancia genémica como los promotores, intrones, exones
y regiones intergénicas, etc. Esta informacion se correlaciond con los datos de expresion
disponibles para dichos genes y se sometio a un analisis en el navegador STRING para indagar
los procesos bioldgicos en los que estan involucrados (Figura 10).

Extraccion y secuenciacion de la muestra

1. Andlisis de calidad de las secuencias.

2. Limpieza de adaptadores y lecturas duplicadas. 4. Anotacién genémica de las lecturas.

3. Alineacion de las lecturas al genoma de referencia. 6. Exploracion y busqueda de blancos biol6gicos.

Figura 10. Representacion esquemética del flujo de trabajo en el andlisis bionformatico de los ensayos de secuenciacion
masiva. BioRender.

V. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La modalidad de PCR cuantitativa permite amplificar y estimar de manera simultanea la
cantidad de una secuencia de DNA en una muestra. Las reacciones de PCR punto final se
efectuaron a partir del DNA obtenido por ChIP o la lisis de las células de interés. EIl DNA se
colocd en un “master mix” que contiene los componentes necesarios para amplificar un
templado particular de DNA con la ayuda de un termociclador. La amplificacion de la region
de interés se evalud en un gel de agarosa al 2% (consultar la tabla de oligonucleo6tidos sintéticos
utilizados en el apartado de metodologia en extenso pag. 69). Las reacciones de PCR cuantitiva
(qPCR) se evaluaron por medio de la sefial del fluor6foro SYBR Green y la ayuda del sistema
de Tiempo Real. Las reacciones se corrieron por triplicado y los valores promedio Ct se
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utilizaron para la cuantificacion con el método de doble delta CT (dACT). Se consider6 como
pardmetro normalizador la expresion del gen GAPDH.

VI.  Extraccion y retrotranscripcion del RNA

La retrotranscripcion es la técnica con la que se obtienen moléculas de DNA codificantes
(cDNA) para cuantificar de manera indirecta la expresion de un gen. EI RNA se extrajo de las
células MCF7 o MCF7-KDM4AKO con ayuda de una soluciéon de fenol e isotiocianato de
guanidina que mantiene la integridad del RNA y permite la separacion del ADN y las proteinas.
La integridad del RNA se evalué con un gel de agarosa al 1%. El RNA obtenido se
retrotranscribié por medio de una RT-PCR con oligonucledtidos oligo(dT) para obtener cDNA.
Después, el nivel de expresion de los genes de interés (encontrados en los andlisis de
secuenciacion masiva) se determind por qPCR a través de oligonucleotidos sintéticos
especificos.

VII.  Ensayo de invasion in vitro

El sistema Transwell permite evaluar la capacidad invasiva de las células in vitro. Consiste
en una placa de 24 pozos y un inserto con la misma cantidad de pozos que poseen una
membrana de PET con poros de 8 micrones por la que las células pueden migrar. En los ensayos
de invasion este inserto estd recubierto con una matriz o Matrigel, que simula la membrana
basal de los tejidos in vitro y sirve como barrera para las células no invasivas. La cuantificacion
de la migracion e invasion se obtuvo al estimar el nimero de células tefiidas con calceina que
fueron capaces de atravesar la matriz. El calculo se obtuvo del conteo celular en varios campos
del microscopio de fluorescencia con ayuda del programa Image J. Finalmente, se realizé un
andlisis ANOVA de una via, seguido de un andlisis de Dunnet para estimar diferencias
significativas entre las condiciones experimentales y el control.

VIII. Ensayo de migracion in vitro

El ensayo de migracion in vitro permite evaluar la capacidad migratoria de las células. El
método consiste en hacer una herida con la ayuda de una punta de pipeta en una monocapa de
células que se encuentra al 100% de confluencia. Estas células fueron incubadas 16 horas antes
y durante todo el experimento con medio de cultivo a una concentracion del 2% de suero fetal
bovino, con la finalidad de sincronizarlas y evitar que proliferen. A partir del momento en el
que se realizé la herida se empez6 a contar el tiempo que ha transcurrido. Se realizaron varias
mediciones de tiempo (ej. 0, 6, 24, 50 y 72 horas) en las que se tomaron fotografias para
registrar el cambio en el area de la herida en una posicion especifica. El area de la herida se
relaciond de manera inversa a la capacidad migratoria de las células. El célculo del area de la
herida se realiz6 a través de la herramienta TScratch para estandarizar las mediciones.
Finalmente, se realizo un analisis ANOVA de dos vias para estimar diferencias significativas
entre las condiciones experimentales y el control.
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RESULTADOS

1. Los sitios de union de la desmetilasa KDM4A y el complejo CTCF-KDM4A
coinciden con multiples genes relacionados con la adhesion de las células MCF7

En afios recientes, las tecnologias de secuenciacién masiva de nueva generacion (NGS) nos
han permitido adaptar el fundamento de las técnicas de analisis puntual para estudiar perfiles
globales de regulacion, transcripcion y expresion génica. La técnica ChIP-seq es un excelente
ejemplo de esta premisa; ya que permite identificar todos los sitios de unién a la cromatina de
una proteina y realizar inferencias acerca de su papel regulatorio en la transcripcion génica y el
recambio de distintas marcas epigenéticas (Weinmann y Farnham 2002). En el presente trabajo,
se analizaron los datos de secuenciacion masiva provenientes de los ensayos ChIP-seq y Re-
ChIP-seq con el proposito de identificar los sitios de unién de la desmestilasa de histonas
KDMA4A y el complejo KDM4A-CTCF en el genoma de las células MCF7. La linea celular
MCF7 es un modelo in vitro que se utiliza comunmente para el estudio del subtipo molecular
luminal A de cancer de mama (Holliday y Speirs 2011).

El andlisis de los datos de secuenciacion masiva involucra una serie de pasos
bioinformaticos, que nos ayudan a filtrar e interpretar la informacién (descripcion detallada en
seccion de Anexos pag. 76). El primer paso en el estudio de datos de secuenciacion masiva es
un analisis de calidad. Herramientas como FastQC nos permiten generar informes estadisticos
del desempeno de los ensayos de secuenciacion masiva a partir de diferentes parametros
bionformaticos (Ewels et al. 2016). La tabla de estadisticas generales que ofrece FastQC
muestra el nimero total de lecturas secuenciadas (M Seqs), la cantidad de lecturas que se
mapearon al genoma humano de referencia hgl9 (M Reads Mapped) y el porcentaje del total
que representa dicha cantidad de lecturas (%oMapped).

Dependiendo del comportamiento de la proteina bajo estudio, se recomienda cumplir con
una cierta cantidad de lecturas. En el estudio de moléculas que se distribuyen ampliamente en
el genoma, como las marcas de histonas, la Enciclopedia de los Elementos del DNA
(ENCODE) recomienda tener mas de 20 millones de lecturas (M Reads Mapped). En el caso
de los factores de transcripcion; es decir, proteinas que tienen sitios de union discretos en el
genoma, se recomienda contar con mas de 10 millones de lecturas («Transcription Factor ChIP-
seq Data Standards and Processing Pipeline — ENCODEp s. f.). El nimero de lecturas a través
de las diferentes condiciones de nuestro estudio se encuentra en un rango de 4.1- 30 millones
de lecturas, en el que la cantidad promedio de lecturas por cada condicion supera los 5 millones
de lecturas (Figura 11a). Un bajo nimero de lecturas puede disminuir la profundidad de lectura
de un anélisis; es decir, la relacion que existe entre el nimero de bases secuenciadas y el tamafio
del genoma, pero no descarta la ubicacion de las lecturas con un mayor enriquecimiento. En
este trabajo el porcentaje de lecturas mapeadas es alto. Esto quiere decir, que la mayoria de las
lecturas fueron asociadas de manera exitosa con una region del genoma humano y es posible
hacer un analisis con las lecturas mas enriquecidas (Figura 11a).
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Sample Name M Seqs M Reads Mapped % Mapped
H 0,
Input ChIP Input de Chip. R1 4.1 2.8 69.0%
Input de Chip. R2 6.5 5.0 76.3%
Chip de CTCF. R1 4.3 2.7 63.4%
CTCF
Chip de CTCF. R2 24.9 17.8 71.5%
Chip de KDM4A. R1 24.7 18.6 75.2%
KDM4A Chip de KDM4A. R2 18.6 151 81.2%
Chip de KDM4A. R3 19.8 14.3 72.1%
Input de Chip/RE Chip. R1 7.5 6.2 82.4%
Input reChIP
Input de Chip/RE Chip. R2 8.8 6.9 79.3%
Chip/RE Chip. CTCF - KDM4A. R1 20.0 12.0 60.1%
ReChIP 1 Chip/RE Chip. CTCF - KDM4A. R2 19.7 14.7 74.6%
Chip/RE Chip. CTCF - KDM4A. R3 23.3 16.9 72.6%
Chip/RE Chip. KDM4A - CTCF. R1 2.5 2.0 80.0%
ReChIP 2
Chip/RE Chip. KDM4A - CTCF. R2 1.7 1.2 74.1%
Chip/RE Chip. KDM4A - CTCF. R3 31.0 22.4 72.5%
b 40

35

30

Phred Score
o
S

15

10

Position (bp)

Figura 11. Informe de FastQC sobre la calidad de las secuencias. a) Informe estadistico sobre la calidad de secuenciacion
de los ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP-seq). M seqgs, Millones de lecturas de cada muestra; M reads
Mapped, Millones de lecturas mapeadas; % Mapped, Porcentaje de lecturas mapeadas. b) Histograma de calidad de las
secuencias. El eje “y” muestra los puntajes de calidad. Cuanto mayor sea el puntaje, mejor sera llamada la base. El fondo del
grafico divide al eje Y en anotaciones de muy buena calidad (verde), anotaciones de calidad razonable (naranja) y anotaciones
el de mala calidad (rojo). FastQC.
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La herramienta FastQC provee también una vision del rango de valores de calidad de todas
las bases para cada posicion en una secuencia. El histograma de calidad que se muestra a
continuacion sugiere que todas las secuencias analizadas en este estudio se encuentran en un
rango Optimo de calidad de acuerdo a las puntuaciones del formato Phred, un parametro
bionformatico que se asocia a la probabilidad de que una base en la secuencia haya sido leida
de manera incorrecta durante la secuenciacion (Figura 11b). Con base en lo anterior, podemos
concluir que la calidad de las secuencias provenientes de los ensayos ChIP y ChIP-ReChIP en
células MCF7 es adecuada para realizar un primer acercamiento al estudio gendémico de la
desmetilasa KDM4A y el complejo KDM4A-CTCF.

Una vez que se corrobora la célidad de las secuencias, se lleva a cabo una limpieza de los
adaptadores que fueron agregados para crear las librerias y se eliminan todas las secuencias
duplicadas. Posteriormente, las lecturas de cada condicion son alineadas y anotadas a la region
del genoma en la que se mapearon. Los programas de anotacion gendémica nos permiten
conocer las caracteristicas de los sitios de enriquecimiento de las lecturas, por ejemplo; en qué
genes se encontraron alineadas dichas secuencias y a qué parte de las unidades
transcripcionales se asocian (ej. Promotores, exones, etc.).

Con el objetivo de corroborar la evidencia conocida acerca de la uniéon de KDM4A vy el
complejo KDM4A-CTCF (Guerra-Calderas et al. 2018), se realiz6 una exploracion manual del
gen supresor de tumores CHDS con el visualizador IGV, donde los sitios de enriquecimiento
de las lecturas asemejan montafias o picos. Observamos que efectivamente, los picos de union
de las proteinas KDM4A, CTCF y su complejo coinciden en el primer intrén del gen CHDS y
mas aun; que dentro del cuerpo del gen CHD)S existen otros siete sitios intrénicos y exonicos
de unidn para estas proteinas que eran desconocidos (Figura 12).

Los programas de anotacion genémica generan matrices de datos en las que la posicion de
cada lectura mapeada al genoma tiene un valor de certeza expresado en términos del g-value.
El g-value es una clase de p-value ajustado a la Tasa de Descubrimiento Falso (FDR) que revela
la probabilidad de obtener datos significativamente diferentes. De manera que, un valor
pequenio de g-value indica que hay una alta probabilidad de que el enriquecimiento de una
lectura es significativa. Los criterios de corte basados en el q value son “muy estrictos” para
datos con g-value < 0.01, “estrictos” < 0.05 y “poco estrictos” < 0.1.

Para estudiar el enriquecimiento de CTCF, KDM4A y el complejo KDM4A-CTCF, en
regiones de importancia gendémica como los promotores, intrones, exones, regiones
intergénicas y no traducidas (UTR), se realiz6 un anélsis estadistico que considerd tinicamente
los datos que cumplieran con un criterio de corte estricto (g-value < 0.05). Los pardmetros para
discernir la ubicacion de dichos elementos suelen ser sefales consenso presentes en los
promotores, marcos abiertos de lectura (ORF), etc. (Kaiser 2018).
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Figura 12. Distribucion de KDM4A, CTCF y su complejo a lo largo del gen CHDS5. Existen 8 sitios de unién del complejo
KDMA4A-CTCEF en el cuerpo del gen CHDS. El octavo corresponde al sitio previamente caracterizado por Guerra-Caldera et
al., 2018. Picos de enriquecimiento de KDM4A-CTCF (morado); CTCF-KDM4A (verde); KDM4A (rosa); CTCF (azul);
H3K9me3 y H3K36me3 (rojo, secuencias de referencia obtenidas de ENCODE). IGV.

Los sitios de union de KDM4A en la linea MCF7 eran desconocidos hasta ahora. Al empatar
las posiciones de los picos con la estructura de los genes humanos, el analisis estadistico reveld
que la proteina KDM4A se localiza primordialmente en las regiones promotoras (33.68%),
intergénicas (31.40%), intronicas (25.15%); y en menor frecuencia en regiones exdnicas (6%)
y regiones no codificantes 5" y 3 UTR (0.84% y 2.90%, respectivamente) (Figura 13b). De
acuerdo con su papel de desmetilasa de las marcas de histonas H3K9me3 y H3K36me3, se
esperaba un enriquecimiento de KDM4A en las regiones promotoras e intronicas, como es el
caso. Su alto enriquecimiento en las regiones intergénicas es un resultado interesante que
podria estar asociado con el mecanismo de regulacion que establece con la proteina HP1. En
este sentido, la regulacion de la marca de histonas H3K9 en las regiones intergénicas podria
estar contribuyendo a la estructuracion de la cromatina, méas que a la regulacion de la
transcripcion génica. En la figura 10a se esquematiza la distribucion reportada de las marcas
de histonas blanco de KDM4A (Figura 13a).

El andlisis estadistico de los sitios de union de CTCF se realizd Gnicamente a manera de
control, ya que su distribucion ha sido ampliamente reportada en diferentes lineas celulares
incluyendo a MCF7. La proteina CTCF se localiza mayoritariamente en las regiones
promotoras (35.01%), intergénicas (29.49%) e intronicas (24.03%) y en menor frecuencia en

31



regiones exonicas (6.64%), 5’y 3" no codificantes (UTR; 1.20% y 3.59% respectivamente)
(Figura 13b). El enriquecimiento de lecturas en estas regiones, refleja el papel arquitectonico
que tiene la proteina CTCF delimitando compartimientos y regiones con sefales regulatorias,
como son los promotores génicos y las regiones intergénicas.

a H3K9me2 H3Keme1 H3K36me3 H3Kome3

Sitio del Inicio de la Transcripcién
—>

Intergénico Promotor 5°UTR
rio -sfflb- -3/ kb +200 bp rio ;l;-)o
Gen
b
: 1& ! i
KDM4A CTCF KDM4A-CTCF
B8 Promotor
B3 SUTR
3 3UTR
= Exones
3 Intrones
3 Intergénico

Figura 13. Distribucion genémica de la desmetilasa de histonas KDM4A, CTCF y el complejo CTCF-KDM4A. a)
Representacion esquematica de la estructura de un gen y la distribucion de las modificaciones de histonas a lo largo del mismo.
Modificado de Barth et. al., 2010. Los genes humanos miden en promedio 10-15 kb, las regiones promotoras se encuentran
entre 3-1 kb rio arriba y 200 bp rio abajo del del TSS y que todo lo que esta después del sitio del final de la transcripcion se
consideran regiones intergénicas («Human Molecular Genetics» s. f.; Elkon y Agami 2017). b) Graficos de pastel acerca de
la distribucién genodmica de los sitios de union de KDM4A, CTCF y el complejo CTCF-KDM4A.

Los sitios de union del KDM4A-CTCF en la linea MCF7 también eran completamente
desconocidos. El anélsis estadistico mostré que el complejo KDM4A-CTCEF, se localiza en las
regiones promotoras (50.57%), intergénicas (21.75%) e intrénicas (19.73%); y con menor
frecuencia en regiones exoénicas (2.62%), 5" y 3” UTR (0.73% y 2.62% respectivamente)
(Figura 13b) Aunque esta distribucion muestra la misma tendencia que en los casos de KDM4A
y CTCF, en la que estas proteinas se unen primordialemente a las regiones promotoras,
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intergénicas e intronicas; es claro que para el caso del complejo KDM4A-CTCF la union a
regiones promotoras es mucho mayor y representa practicamente a la mitad de todos los sitios
de union. Esto podria sugerir, por un lado, que la interaccion entre KDM4A y CTCF favorece
el reclutamiento de la primera principalmente a las regiones promotoras; y por otro lado, que
existe un mecanismo de reclutamiento alterno de KDM4A a las regiones intronicas e
intergénicas donde disminuye su presencia en comparacion con los sitios de unidon estimados
cuando se inmunoprecipita unicamente KDM4A.

También, fue interesante descubrir que la unidn al primer intrén representa alrededor del
30% del total de sitios de union a regiones intronicas, tanto para CTCF como KDM4A y su
complejo. Esto es importante, ya que se ha visto que el primer intrén suele estar enriquecido
de secuencias consenso y marcas de la cromatina que regulan la inclusién/exclusion de exones
(Park, Hannenhalli, y Choi 2014).

Con el proposito de comparar la cantidad de genes a los que se unen KDM4A, CTCF y su
complejo, se realizd un conteo génico que considero tnicamente los datos que cumplieran con
un criterio de corte muy estricto (g-value < 0.01). Dado que el g-value se asigna a picos de
enriquecimiento y puede existir mas de un pico de enriquecimiento en un mismo gen, los genes
duplicados de cada condicion fueron eliminados.

El diagrama de Venn de la Figura 14a revela el nimero de genes que comparten el conjunto
de KDM4A, CTCF, CTCF-KDM4A y KDM4A-CTCF. El universo del diagrama de Venn
considera 23,467 genes en total, un nimero acorde con las estadisticas del Consorcio
Internacional de Secuenciacién del Genoma Humano, que reporta alrededor de 20,000-25,000
genes (Little 2005). El conjunto de KDM4A contiene en total 1,569 genes, de los cudles 1,440
aparecen también en el resto de los conjuntos. Esto quiere decir que la desmetilasa KDM4A
tiene multiples sitios de unién a lo largo del genoma de las células MCF7 y coincide en la
mayoria con la proteina CTCF. Lo que sugiere, una vez mas, que CTCF podria influenciar de
manera importante el reclutamiento de la desmetilasa KDM4A a sus sitios de unién. Como era
previsto, el conteo génico de los ensayos de Re-ChIP es muy similar y coincide en mas de
21,831 casos. Esta cantidad es muy alta dada la amplia distribucion de la proteina CTCF en el
genoma. El conjunto de CTCF tiene 15,154 y coincide en 14,884 casos con los genes
encontrados en los ensayos de Re-ChIP. Esto indica que hay congruencia entre los sitios de
union encontrados en los ensayos de ChIP que involucran la inmnoprecipitacion de CTCF.

El siguiente paso, fue la exploracion a través del navegador IGV de los picos de
enriquecimeinto de KDM4A, CTCF y el complejo CTCF-KDM4A en un centenar de genes
pertenecientes a la lista de interseccion de nuestras cuatro condiciones (1,440 genes). En
muchos casos, notamos que los picos de enriquecimiento de todos los ensayos ChIP-seq no
coincidian de manera suficientemente exacta como para marcar una linea perpendicular en los
tacks de sefial. Esto quiere decir que, si bien, hay picos de enriquecimiento significativo en los
mismos genes, hay ocasiones en las que la sefial de los picos no proviene exactamente de la
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misma region. A pesar de esto, se encontraron ejemplos muy claros de que el complejo
KDM4A-CTCF se une una o mas veces en la misma region, como fue el caso del gen supresor
de tumores CHDS (Figura 12). En la tabla que se muestra a continuacion, se presentan algunos
ejemplos de oncogenes y genes supresores de tumores que han sido reportados en la literatura
de cancer de mama y que tienen una buena sefial a lo largo de todas las condiciones (Tabla 1).
Es importante destacar que para la mayoria de estos genes, no se ha descrito un mecanismo
regulatorio que explique su sobreexpresion o subexpresion en cancer de mama; y que este
podria estar relacionado a la union de KDM4A y el complejo CTCF-KDM4A.

CTCF-KDM4A KDM4A-CTCF

Figura 14. Diagrama de Venn de los blancos génicos de KDM4A, CTCF, el complejo KDM4A-CTCF encontrados en los
ensayos de secuenciacion masiva. Conjunto de KDM4A (amarillo), CTCF-KDM4A (azul), KDM4A-CTCF (verde) y conjunto
de CTCF (morado). RStudio.

Para indagar sobre los procesos bioldgicos en los que participan los genes a los que se une
la desmetilasa KDM4A en la linea celular MCF7, se generd una matriz de datos que relaciona
el nombre de cada gen con su valor g-value bajo un criterio de corte poco estricto (q-value <
0.1). Esta matriz fue sometida a un analsis de enriquecimiento funcional en el servidor de
STRING (Szklarczyk etal. 2019). El servidor de STRING predice interacciones directas
(fisicas) e indirectas (funcionales) entre proteinas presentes en una matriz de acuerdo a su
homologia y lo reportado en la literatura (Szklarczyk et al. 2019). El resultado de este tipo de
analisis es una red de interaccion conectada por nodos de proteinas.

El analisis de enriquecimiento funcional predijo la existencia de una via de 158 genes que
podrian ser regulados por KDM4A y que estan relacionados con la “adhesion de células
homofilicas a través de moléculas de adhesion de membrana plasmatica" (Término
GO0:0007156 de acuerdo a la clasificacion funcional de Gene Onthology) (Figura 15). Es decir,
una via por la cual dos células son capaces de unirse a través de la misma molécula de adhesion
presente en sus membranas plasmaticas. La red de interaccion incluye proteinas clave en la
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comunicacion y migracion célular, como moléculas de adhesion, receptores y antigenos de
membrana (Figura 15). De acuerdo con Reactome, una de las bases de datos de las que se
alimenta el servidor de STRING, los elementos de esta red pertenecen a 13 vias de sefializacion
que estan relacionadas con la adherencia y la comunicacion celular («<Home - Reactome
Pathway Database» s. f.).

Blancos génicos Nombre Actividad biolégica Ref.
GHR Sobreexpresién asociada a formacién de tumores. (Gebre-Medhin et al.
Oncogenes JAG2 Promoclon de la angiogénesis y el mantenimiento del cancer. | 2001)
MAD1L1 Mal pronéstico e insensibilidad a tratamientos con Taxol. (Shan et al. 2017)
_/\a/\,\ HDAC4 Inhibicion del gen resulta en la supresion de tumores. (Q. Sun et al. 2013)
(Hsieh et al. 2015)
ASS1 Subexpresion en tumores sélidos (Qiu et al. 2014)
Genes supresores BIN1 Subexpresion asociada a metastasis y menor sobrevivencia | (Ghaneie et al. 2007)
de tumores CSMD1 Sobreexpresion inhibe la migracién, invasion y adhesion | (Escudero-Esparza
DUOXT1 celular. et al. 2016)
. "af\’\ KCNQ1 Subexpresion asociada a mayor proliferacion y menor | (Fortunato et al. 2018)
SKi adhesion. (vanTol et al. 2007)
Regulacién del volumen celular y la secreciéon de potasio (Rashidian et al.

Inhibicién de la progresion del cancer a traves de via Hippo. | 2015)

(Zhao et al. 2014)

Otros GADD45G Subexpresién asociada con la sensibilidad al dafio del DNA (Pande et al. 2013)
RXRA Polimorfismos asociados con menor sobrevivencia. (Kendrick et al. 2008)
YOGS ONOK SOX6 Expresado en fenotipo molecular luminal.

Tabla 1. Ejemplos de blancos génicos encontrados en los ensayos de secuenciacion masiva CTCF-KDM4A.

En la Tabla 2, que se muestra a continuacidén se muestra el nombre de las proteinas que
conforman cada via. Algunas proteinas de la red pertenecen a mas de una via y otras no
aparecen dentro de alguna via conocida. La mayoria de las proteinas se comparten entre cuatro
vias implicadas en la comunicacion célula-célula: 1) Interaccion de uniones adherentes, 2)
Organizacién de unidén célula-célula, 3) Organizacion de union celular, 4) Comunicacion
célula-célula. Estas cuatro vias estan implicadas en la comunicacion celular mediante uniones
adherentes, uniones estrechas, desmosomas y moléculas de reconocimiento de la matriz
extracelular. El resto de las vias regulan procesos de comunicacién mas especializados, como
la 5) Trans heterodimerizaciéon de la Nectina/Necl, 6) Esicién apoptdtica de proteinas de
adhesion celular, 7) Interacciones inmunorreguladoras entre una célula linfoide y no linfoide,
8) Interacciones de la superficie celular en la pared vascular, 9) Formacion de la matriz de
fibronectina, 10) Formaciéon de la envoltura cornificada, 11) Interacciones SDK, 12)
Interacciones DSCAM y 13) Biologia del desarrollo.

Estas 13 wvias intervienen en procesos de comunicacion celular que no son
convencionalmente endoteliales y que en algunos casos son resultado de sefales apoptoticas o
de la respuesta inmune. Todo lo anterior suguiere que KDM4A regula la expresion de diversos
genes relacionados con la comunicacion y capacidad migratoria de las células MCF7.
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Figura 15. Via de adhesion célular identificada por el analisis funcional de STRING. a) Se muestra el simbolo reportado para
cada gen perteneciente a la via. Los nodos representan proteinas y el grosor de las lineas indica el nivel de confianza de las
asociaciones funcionales que predice el servidor. El color de los nodos se relaciona con las vias encontradas por Reactome
(Tablal). Los nodos desconectados fueron eliminados. b) Informacion sobre el Término GO asigando a la via, su tamafio y su
puntaje de enriquecimento.
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Conteo

# 1D del término Description del término de Proteinas en la red
HSA-418990 ~ 24 CADM1,CADM2,CADM3,CDH1,CDH10,CDH11,CDH12,CDH13,
A e e e e e CDH17,CDH18,CDH2,CDH24,CDH3,CDH4,CDH5,CDH6,CDH7,
- CDH8,CDH9,PVR,PVRL1,PVRL2,PVRL3,PVRL4
HSA-421270 26 CADM1,CADM2,CADM3,CDH1,CDH10,CDH11,CDH12,CDH13,
e Organizacion de union célula-célula CDH17,CDH18,CDH2,CDH24,CDH3,CDH4,CDH5,CDH6,CDH7,
CDH8,CDH9,PVR,PVRL1,PVRL2,PVRL3,PVRL4,SDK1,SDK2
HSA-446728 s 27 CADM1,CADM2,CADM3,CDH1,CDH10,CDH11,CDH12,CDH13,
Organizacion de union celular CDH17,CDH18,CDH2,CDH24,CDH3,CDH4,CDH5,CDHE,CDH7,
CDH8,CDH9,ITGB1,PVR,PVRL1,PVRL2,PVRL3,PVRL4,SDK1,
SDK2
HSA-1500931 £ 29 CADM1,CADM2,CADM3,CDH1,CDH10,CDH11,CDH12,CDH13,
Comunicacion célula-célula CDH17,CDH18,CDH2,CDH24,CDH3,CDH4,CDHS5,CDHB,CDH7,
CDH8,CDH9,ITGB1,KIRREL3,PIK3CB,PVR,PVRL1,PVRL2,
PVRL3,PVRL4,SDK1,SDK2
HSA-420597 Trans heterodimerizacion de la 7 CADM1,CADM3,PVR.PVRL1,PVRL2,PVRL3,PVRL4
Nectina/Necl
HSA-351906 Escision apoptética de proteinas 4 CDH1,0SG1,08G2,0SG3
de adhesion celular
HSA-198933 - Interacciones inmunoreguladoras 8 CD200,CD226,CDH1,CRTAM,ITGB1,NCR3,PVR,PVRL2
entre una célula linfoide y una
célula no linfoide
HSA-202733 —_Interacciones de la superficie celular 8 CD84,CEACAM1,CEACAMS,CEACAME,ESAM,GYPC ITGB1,
[ en la pared vascular PIK3CB
HSA-1566977 Formacion de la matriz de fibronectina 3 CEACAM1,CEACAMSG.ITGB1
HSA-6809371 7= 7 DSC1,DSC2,DSC3,0SG1,0SG2,DSG3,DSG4
Formacion de la envoltura cornificada
HSA-373756 Interacciones SDK 2 SDK1,SDK2
HSA-376172 Interacciones DSCAM 2 DSCAM,DSCAML1
HSA-1266738 — 17 CDH2,CDH4,DSC1,0SC2,DSC3,DSCAM,DSCAML1,DSG1,
(= Biologia del desarrollo DSG2,DSG3,DSG4,ITGB1,PIK3CB,PLXNB3,RET,ROBO1,ROBO2

Tabla 2. Vias de comunicacion y adhesion celular encontradas en la red de STRING. Los genes que son tinicos para una via
aparecen en negritas. El color de los nodos en la figura 15 coincide con el color de la via a la que pertenecen de acuerdo con
Reactome.

2. Validacion de un modelo Knock Out de KDM4A en células MCF7

Con el fin de estudiar el efecto del abatimiento en la expresion de la desmetilasa KDM4A
en el comportamiento de las células MCF7, se implementd y valido en el laboratorio un sistema
KO basado en la tecnologia CRISPR/Cas9. El sistema consta de dos tipos de plasmidos. El
primer plasmido contiene la secuencia codificante para la proteina CRISPR/Cas9 con una sefial
de sefializacion nuclear, la secuencia de la proteina verde fluorescente (GFP) para verificar la
transfeccion del pldsmido visualmente y una secuencia guia de RNA (sgRNA). La sgRNA
dirige la especificidad y actividad de corte la enzima CRISPR/Cas9. El sistema KO para
KDM4A esté disefiado para causar rupturas de doble cadena (DSB) en tres regiones del gen:
1) entre el segundo intrén y el tercer exon, 2) en el tercer exon y 3) el octavo el exon (Figura
16a). Estos exones son de suma importancia para la expresion y formacion del sitio catalitico
de la enzima (Verrier et al. 2011; Sankar et al. 2017). El segundo plasmido contiene un molde
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para la reparacion directa por homologia (HDR) a fin a los sitios de corte generados por la
proteina CRISPR/Cas9 KO, un cassette de resistencia a puromicina para poder seleccionar las
células y una secuencia codificante para RFP.

El éxito de la co-transfeccion de los plasmidos HDR y CRISPR/Cas9 KO se confirma con
la deteccion RFP via microscopia de fluorescencia. Dado que el proceso de transfeccion puede
provocar cambios en la expresion génica y otros efectos adversos que pueden afectar la
interpretacion de resultados (Jacobsen, Calvin, y Lobenhofer 2009), la condicién control
también fue transfectada con un plasmido CRISPR/Cas9 KO, en el que no estd presente el
vector con RFP y el sgRNA es una secuencia aleatoria que no estd dirigida a ningiin gen en
particular.

A través de un andlisis de citometria con més de 10 mil eventos para cada condicion,
corroboramos que las caracteristicas intrinsecas de la linea celular, como el tamafio y la
complejidad no se ven afectados por la administracion del sistema KO. Los eventos que se
encuentran fuera de los compartimientos sefialados con el poligono son particulas de menor
tamano que consideramos debris celular (Figura 16b). En un histograma que relaciona el
nimero de células con la intensidad de fluorescencia de la proteina RFP (detectada a 588 nm),
corroboramos que Unicamente las células MCF7-KDM4AKXO emiten una sefial positiva. Este
fendmeno hace que la curva se vea desplazada hacia la derecha. En un ultimo grafico se muestra
que cerca del 91% de la poblacion celular transfectada con el constructo CRISPR/Cas9 KO
emite una sefial positiva a RFP (Figura 16b).

Para evidenciar cualitativamente la diferencia en la expresion de RFP entre el control y las
células KDM4AKO, se realizaron ensayos de fluorescencia. En estos ensayos se observa que
ambas poblaciones celulares lucen morfoldgicamente iguales con una visién de campo claro;
sin embargo, cuando se coloca el filtro para detectar la sefial de RFP, tinicamente las células
KDM4AXO son positivas. La sobreposicion de la sefial nuclear del 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) y la senal de RFP, muestra que la sefal de RFP se distribuye en el citoplasma de las
KDM4AXO, 1o cual es normal considerando que la proteina RFP no cuenta con una sefial de
localizacion nuclear (Figura 16e).

Con el propdsito de obtener una sola poblacion de células MCF7-KDM4AX©, se realizaron
diluciones seriadas de la poblacion parental y se seleccionaron los parches celulares que
emitian una mayor sefial de RFP. Cuatro subpoblaciones celulares fueron evaluadas por
citometria y western blot: SP1, SP2, SP3 y SP4. El ensayo de Western Blot evidencia la
presencia o ausencia de una proteina; y en este caso, reveld que dos subpoblaciones, SP2 y
SP3, presentan una disminucion en la expresion de KDM4A con respecto al control (Figura 16
c y d). El control de carga del ensayo western blot fue la proteina de expresion constitutiva
actina (Kim et al,, s. f.).
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Figura 16. Sistema CRISPR/Cas9 y la comprobacion del Knock Out de KDM4A en células MCF7. a) Representacion
esquematica del sistema CRISPR/Cas9. Secuencia guia de RNA (sgRNA), motivo adyacente de protoespaciador (PAM).
Modificado de referencia (Adli 2018). b) Analisis citométrico de las poblaciones celulares KDM4AK® Graficas de puntos de
dos parametros lineales, complejidad vs tamafio; graficas de puntos de dos pardmetros, tamafio vs intensidad de RFP;
histogramas logaritmicos de un parametro, intensidad de RFP. Poblacion control (azul); poblacion MCF7 Knock Out (rosa).
¢) Deteccion por Western blot de la proteina KDM4A. Poblaciones Wild type (WT), control y subpoblaciones MCF7-
KDM4AK® (SP1, SP2, SP3 y SP4). d) Andlisis citométrico de las subpoblaciones celulares KDM4AKXO, Histogramas
logaritmicos de un parametro, intensidad de RFP. e) Fluorescencia. Campos capturados en campo claro, filtro para RFP (rojo)
y filtro para DAPI (azul), 20x.
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3. La desmetilasa de histonas KDM4A regula la capacidad migratoria e invasiva
de las células MCF7

Los analisis bionforméaticos mostraron que KDM4A se une a mas de 150 genes presentes en
el genoma de la linea celular MCF7 que estan relacionados con la comunicaciéon y migracion
celular; por lo que decidimos evaluar la capacidad migratoria e invasiva de las células MCF7-
KDM4AKO,

Evaluamos la capacidad invasiva de las células MCF7-KDM4AK© in vitro con ayuda del
sistema Transwell (Figura 17b). Este sistema consiste en una placa de pozos, a la que se le
pueden sobreponer insertos. Cada inserto posee una membrana con poros de 8 micrones por la
que las células pueden migrar y un matrigel, que actia de manera analoga a la membrana basal
de los tejidos y representa una barrera para las células no invasivas. El método de valoracion
recaba los datos del conteo celular en diferentes campos del microscopio de fluorescencia y
relaciona el nimero de células vivas se tifieron con calceina y pudieron atravesar el matrigel,
con el nimero de células que fueron sembradas en los insertos (Figura 17a). Esta relacion
proporciona un porcentaje de invasion. El ensayo reveld que la capacidad invasiva de las
células MCF7 disminuye significativamente (p-value < 0.05) con el KO de KDM4A (Figura
17¢c). En este modelo, las células de fenotipo basal MDA-MB-231 fueron empleadas como
control positivo por su alta capacidad invasiva (Chavez, Garimella, y Lipkowitz 2010).

Con base en los resultados del ensayo anterior, en el que el KO de la desmetilasa KDM4A
disminuye la capacidad invasiva de las células MCF7, decidimos evaluar in vitro si existe un
cambio en la capacidad migratoria de las células MCF7-KDM4AK©, El primer paso en la
realizacion de este ensayo es la generacion de una herida en una monocapa de células 100%
confluentes (Figura 18c). El area de la herida es monitoreada a través de distintos tiempos para
relacionar el procentaje del area desocupada con la capacidad migratoria de las células que se
encuentran adyacentes a la lesion (Figura 18e).

En este ensayo, las células MDA-MB-231 fueron nuevamente empleadas como control
positivo dada su alta capacidad migratoria; mientras que las dos subpoblaciones celulares, SP2
y SP3, representaron a la condicion KO de KDM4A (Figura 18a). Tras calcular el 4rea de libre
alas 0, 6, 24, 50 y 72 horas después de haber hecho la herida, observamos que unicamente la
linea celular MDA-MB-231 tiene un cambio significativo (p-value < 0.05) en la capacidad
migratoria con respecto al control de las células MCF7. La linea celular MDA-MB-231 cierra
el area de la herida a las 24 horas, mientras que las células MCF7 control y MCF7-KDM4AKO
mantienen la herida abierta aun desptes de 72 horas (Figura 18b).

Para poder discernir si este fenomeno en el que las subpoblaciones KO de KDM4A, SP2 y
SP3, cierran la herida de manera similar a las células control, se debia a una contaminaciéon con
células control o era una caracteristica inherente de las células MCF7-KDM4AKO; se realizaron
nuevos ensayos de la herida que fueron tefiidos con DAPI y evaluados a través del filtro RFP
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(Figura 18d). Los ensayos parecian indicar que las células mas cercanas al cierre de la herida
son aquellas que no incorporaron el sistema CRISPR/Cas9, pero la diferencia no era facilmente
perceptible (Figura 18d 1-4).

MDA-MB-231 MCF7 Control MCF7 KDM4A-KO

Capacidad de Invasién Celular

15+
$ [
8 |
.“_\.’_ ._._~ E 104
CLOMOT ) 8 .
|.|| g& o 1
g
= I

MDA-MB-231  MCF7 Control MCF7 KDM4A-KO

Figura 17. Ensayo de invasion celular. a) Fluorescencia. Campos capturados con el filtro de 488 nm, 5x. b) Representacion
esquematica de los insertos Transwell. ¢) Grafica sobre la capacidad invasiva de las células MDA-MB-231 (naranja), MCF7
condicién control (azul) y MCF7 KDM4AX (rosa), estimada por el método de conteo celular. *Analisis ANOVA de una via
seguido por una prueba Dunnet de comparacion multiple vs control. (p-value < 0.05). BioRender.

Para hacer mas evidente la diferencia en la capacidad migratoria de las células, se mezclaron
por partes iguales células provenientes de las poblaciones MCF7-KDM4AKO y de la poblacion
control. Los ensayos de fluorescencia enriquecidos con células de la poblacion control
mostraron que las células MCF7-KDM4AKO permanecen mas alejadas al cierre de la herida,
sugiriendo que existe una disminuciéon muy sutil en la capacidad migratoria de las células
MCF7-KDM4AKO con respecto al control (Figura 18d 5-8). Todas las evidencias anteriores
sugieren que el abatimiento de la expresion de la desmetilasa KDM4A tiene un efecto en la
capacidad migratoria e invasiva de las células MCF7.
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Figura 18. Ensayo de migracion in vitro. a) Visualizacion de las heridas en diferentes tiempos. Campos capturados en campo
claro, 10x. b) Capacidad invasiva de las células MDA-MB-231 (naranja), MCF7 condicién control (verde) y MCF7 KDM4AKO
(azul), estimada con la medicion del area de la herida.* Prueba T de Student. p-value < 0.05. ¢) Representacion esquemética
del ensayo de migracion in vitro. d) Fluorescencia. Campos de la herida capturados con sobreposicion del filtro para RFP y
DAPI, 10x. 1-4 Subpoblaciones SP2 y SP3. 5-8 Subpoblaciones KO mezcladas con células control. e) Representacion
esquematica de la migracion celular. BioRender.
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4. La desmetilasa de histonas KDM4A regula la transcripcion de los genes JAG2 y
WRAP53

Después de evaluar el efecto del KO de la desmetilasa KDM4A en la capacidad migratoria
e invasiva de las células de cancer mama, decidimos estudiar de manera puntual si la expresion
de algunos de los genes blanco encontrados en los andlisis masivos cambia cuando la
desmetilasa KDM4A esta ausente.

Se propuso el estudio de los oncogenes JAG2 y WRAPS53 con base en la distribucion de los
picos de enriquecimiento del complejo KDM4A-CTCF en el andlisis ChIP-seq. En dicho
analsis, ambos genes fueron identificados bajo un criterio de corte estricto (q-value <0.05). En
el visualizador IGV se observa que los picos de enriquecimiento de KDM4A, CTCF y su
complejo coinciden en una o varias posiciones a lo largo de los genes JAG2 y WRAPS53. A
manera de referencia, se agregaron al visualizador tres sefiales mas obtenidas de las bases de
datos de ENCODE: una sefial de ChIP-seq para CTCF, y la sefial de las marcas de histonas
H3K9me3 y H3K36me3 (Figura 19).

En el gen WRAPS53 se encontrd solo un pico de enriquecimiento entre la region promotora
y el primer exén (Figura 19a). En el caso del gen JAG2 se observaron dos picos de
enriquecimiento. El primer pico se encuentra entre el exén 20 y el intrén 19. El segundo pico
se ubica entre el exon 19 y el intron 19 (Figura 19b). Con base en la secuencia de este ultimo
se disefiaron los oligos de amplificacion para qPCR. El enriquecimiento de la marca H3K9me3
en el pico analizado de ambos genes es casi nulo, mientras que solo en el gen J4G2 la marca
de histonas H3K36me3 parece estar enriquecida (Figura 19 ay b).

En los ensayos de ChIP se inmunoprecipitaron las proteinas KDM4A y las marcas de
histonas H3K9me3 y H3K36me3. Observamos la presencia de KDM4A disminuye en las
células KO, mientras que la presencia de las marcas H3K9me3 y H3K36me3 aumenta en
ambos genes. De esta manera corroboramos que la ausencia de la desmetilasa de histonas
KDM4A favorece el aumento en el enriquecimiento de sus marcas blanco (Figura 20 b y f).

Para saber si el aumento de las marcas H3K9me3 y H3K36me3 a causa del abatimiento de
KDMA4A tiene un efecto sobre la expresion de los genes JAG2 'y WRAPS3, se realizaron andlisis
de expresion basados en la retrotrascripcion de sus mensajeros maduros y su cuantificacion por
medio de qPCR. Los andlisis de expresion mostraron que la expresion de ambos genes
disminuye en células MCF7-KDM4AX©, siendo solo una tendencia para el gen WRAP53 y un
cambio significativo (p-value < 0.05) en la expresion de JAG2 con respecto al control (Figura
20 a 'y d). Para el calculo de estos analisis se considerd como control la expresion relativa del
gen constitutivo de la Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH).

De acuerdo con los resultados presentados, podemos concluir que el abatimiento en la
expresion de la desmetilasa KDM4A se relaciona con el aumento de las marcas de histonas
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H3K9me3 y H3K36me3 en el promotor de WRAPS53 y el cuerpo del gen JAG2; asi como con
la disminucidn en la expresion de JAG2 (Figura 20 cy g).
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Figura 19. Distribucion de KDM4A, CTCF y su complejo a lo largo de los genes JAG2 'y WRAPS53. a) Gen WRAP53. b) Gen
JAG2. Picos de enriquecimiento de KDM4A-CTCF (morado); CTCF-KDM4A (verde); KDM4A (rosa); CTCF (azul);
H3K9me3 y H3K36me3 (rojo, secuencias de referencia obtenidas de ENCODE). El diametro de las circunferencias se
relaciona con la abudancia de la marca de histonas. IGV
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DISCUSION

La organizacién de la cromatina y la expresion génica dentro del nucleo son coordinados
por diferentes mecanismos epigenéticos que actiian en respuesta a un codigo dinamico. El
codigo que se estrablece a través de las modificaciones postraduccionales de las histonas
depende la actividad de las enzimas que se encargan de colocar y retirar dichas modificaciones.
La enzimas encargadas de remover uno o hasta tres grupos metilo de las regiones amino
terminal de las histonas son las desmetilasas de la familia de oxigenasas Jumonji. En los
ultimos afios, se ha visto que la expresion de estas enzimas juega un papel importante en el
desarrollo de distintos tipos de cancer. En particular, la sobreexpresion de la desmetliasa
KDM4A ha sido reportada en tumores de cancer colorrectal, de pulmén y de mama; donde se
asocia con un mal prondstico. Existe poca informacion acerca de cudles son los blancos génicos
de KDM4A y como es reclutada a ellos, ya que esta proteina carece de un dominio de
reconocimiento de DNA. En nuestro grupo de trabajo, se descubrio que KDM4A y CTCF
forman un complejo en el cuerpo del gen supresor de tumores CHDS5 que resulta en su
subexpresion en lineas celulares de cancer mama. Este hallazgo guié nuestros esfuerzos a
evaluar la participacion gendmica de la desmetilasa de histonas KDM4A y el factor nuclear
CTCF en la regulacion de la transcripcion de multiples genes involucrados en procesos
tumorales.

En el presente trabajo, se identificaron los sitios de union de la desmetilasa de histonas
KDMA4A, el factor nuclear CTCF y el complejo proteico CTCF-KDM4A en el genoma de las
células MCF7. La evaluacion de los sitios de union de CTCF se realiz6 unicamente a manera de
control, ya que han sido ampliamente reportados en diferentes lineas celulares, incluyendo a
MCF7. De acuerdo con un estudio realizado en 19 lineas celulares, la proteina nuclear CTCF se
distribuye principalmente en regiones intronicas (38%), intergénicas (45%) y promotoras (12%)
(H. Wang et al. 2012). En otro estudio que recabd la informacion de 38 lineas celulares, se
reportd que la proteina CTCF se distribuye principalmente en regiones intergénicas (53%),
intronicas (30%) y promotoras (12%) (H. Chen et al. 2012). Este ultimo dato es méas a fin a las
proporciones encontradas en nuestro estudio, donde CTCF se distribuye mas ampliamente en
regiones intergénicas que en regiones intronicas.

Los sitios de uniéon de KDM4A en la linea MCF7 eran desconocidos hasta ahora. S6lo dos
investigaciones previas han reportado informacion acerca de los sitios de union de KDM4A en
lineas celulares de leucemia y en Células Troncales de Cancer de Mama (BCSC). En lineas
celulares de leucemia se observo que KDM4A se une primordialmente a las regiones adyacentes
al TSS (Agger et al. 2016); mientras que en BCSC se observo que el mayor porcentaje de sitios
de union de KDM4A se ubica en regiones intronicas (36%), intergénicas (32%) y promotoras
(22.7%) (Metzger et al. 2017). Los hallazgos del presente trabajo revelaron que los sitios de
union KDM4A estan mayoritariamente representados en las regiones promotoras, intergénicas
e intronicas del genoma de las células MCF7.
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El enriquecimiento de KDM4A en las regiones promotoras e intronicas de los genes es
congruente con su papel como desmetilasa de la marca H3K9me3 en los promotores génicos, la
marca H3K9me?2 en las regiones integénicas y la marca H3K36me3 que media la elongacion de
los transcritos en el cuerpo de los genes (Hyun etal. 2017). Mientras que la razén de su
enriquecimiento en las regiones intergénicas del genoma es menos predecible. En otros
organismos modelo como Drosophila se ha planteado que la interaccion entre la proteina HP1 y
KDMA4A favorece su reclutamiento a regiones intergénicas, donde la marca H3K36me3 podria
regular la estructura y replicacion de los dominios de heterocromatina (Lin et al. 2012).

Los sitios de union del complejo que forma KDM4A-CTCF mantienen la misma proporcion
que los de KDM4A, en la que las regiones promotoras estan mas representadas que las
intergénicas y las intronicas. Por el momento, no existe un antecedente sobre la preferencia de
los sitios de union de los complejos que forma CTCF con las desmetilasas de histonas. El tnico
dato conocido proviene de la sobreposicion de los sitios de union de KDMSB y CTCF, donde se
observd que el enriquecimiento en las regiones promotoras y no promotoras puede variar de
acuerdo con la linea celular de cdncer de mama (Yamamoto et al. 2014b). Sin embargo; la
sobreposicion de la sefial de enriquecimiento de dos proteinas no implica que ambas estén
formando un complejo, tendrian que realizarse ensayos de ChIP-ReChIP y co-
inmunoprecipitacion de KDMS5B y CTCF para estudiar mejor este fendmeno.

Es interesante notar que el porcentaje de union a regiones intergénicas e intronicas es menor
cuando KDM4A est4 formando un complejo con CTCF; mientras que el porcentaje de union en
las regiones promotoras aumenta casi el doble. Esto podria indicar que la formacion del complejo
o su reclutamiento se ve favorecido en las regiones promotoras de los genes, y que KDM4A
tiene otros mecanismos que permiten su reclutamiento al resto de las regiones génicas.

El diagrama de Venn que considera los sitios de KDM4A, CTCF y el complejo KDM4A-
CTCF mostré que la mayoria de los blancos génicos de KDM4A coinciden con lo encontrado
en las condiciones Re-ChIP. Entre estos blancos aparecen oncogenes (ej. JAG2, MADILI, GHR)
y genes supresores de tumores (ej. BINI, DUOXI, CSMD1, SKI, etc). Esto aporta mas evidencia
de que el complejo CTCF-KDM4A podria estar regulando la expresion de multiples genes
involucrados en el desarrollo de cancer de mama.

Al estudiar con mas profundidad al conjunto de genes de KDM4A, notamos que algunos de
los mas enriquecidos de acuerdo con su g-value, han sido catalogados dentro de vias que regulan
la comunicacion y la migracion celular. El andlisis de Enriquecimiento Funcional en STRING
reveld que cerca de 158 genes pertenecientes al conjunto de KDM4A estan relacionados en una
via que regula la adhesion entre células a través de moléculas de membrana. Un fendmeno que
esta estrechamente involucrado en la capacidad migratoria de las células de cancer de mama (D.-
M. Liy Feng 2011). Algunos de los genes implicados codifican cadherinas, canales de voltaje,
receptores con funcion de cinasa y fosfatasa, receptores de inmunoglobulinas, proteinas
adaptadoras, entre otros.
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Aunque se conoce el efecto de la sobreexpresion de las desmetilasas de histonas de la familia
JmjC en células de cancer de mama, no se han descrito muchos blancos génicos que estén
directamente relacionados con la migracién celular. Un estudio con Células Troncales
Embrionarias (ESC), reporté que las desmetilasas KDM4A y KDM4C median la expresion de
la cinasa Flk y VE-cadherina, a través de la desmetilacion de la marca H3K9 en el promotor de
dichos genes. La expresion de Flk y VE-cadherina es clave en la vasculogénesis y la
diferenciacion endotelial de las ESC (L. Wu et al. 2015). Por su parte, un estudio con células
embrionarias mostrd que la sobreexpresion de la desmetilasa KDM6A promueve la transcripcion
de un centenar de genes involucrados en procesos de adhesion celular (Zhou et al. 2019).

En vista de estos hallazgos, realizamos ensayos para evaluar el efecto del abatimiento de
KDMA4A en capacidad migratoria e invasiva de las células MCF7. El analisis de invasion in vitro
de reveld que las células MCF7-KDM4AX© tienen una capacidad de invasion significativamente
menor a las células MCF7 control y a las células MDA-MB-231. Los ensayos de migracion in
vitro mostraron una disminucion cualitativa en la capacidad de migracion de las células MCF7-
KDM4AKO,

Es importante destacar que la lineas celulares de tipo basal, como MDA-MB-231, expresan
mas altos niveles de KDM4A que las lineas celulares luminares que son menos migratorias e
invasivas como MCF7 (Ye et al. 2015). En la literatura se ha reportado la capacidad de KDM4A
para regular procesos de migracion e invasion en la linea celular MDA-MB-231. Se sabe que,
bajo condiciones de hipoxia, la deplecion de KDM4A guia a la acumulacion de la marca
represiva H3K9me3 en el locus de HIF-1, un importante regulador de respuesta a hipoxia, cuya
pérdida se correlaciona con la capacidad migratoria e invasiva de la linea celular MDA-MB-231
(Dobrynin et al. 2017). Respecto al papel regulatorio de KDM4A en la capacidad migratoria e
invasiva de la linea celular MCF7, existe un estudio basado en un sistema KD que reporta
hallazgos similares a los nuestros (B.-X. Li etal. 2011). Este grupo de trabajo probd que
KDM4A promueve la progresion de cancer de mama mediante la represion transcripcional del
gen supresor de tumores DIRAS3 (L.-L. Li et al. 2014). Toda la evidencia anterior sugiere que
la desmetilasa de histonas KDM4A tiene un papel fundamental en la regulacion de la migracion
y la invasion celular en cancer de mama, que podria estar relacionado a la regulacion
transcripcional de multiples moléculas de adhesion celular.

Finalmente, decidimos estudiar de manera puntual efecto de KDM4A sobre la transcripcion
de dos blancos génicos que fueron encontrados en nuestros analisis de secuenciacion masiva,
WRAP53 y JAG2. El antecedente directo acerca del efecto del abatimiento de KDM4A en la
expresion de WRAP53 y JAG2 proviene de una matriz de datos de RNA-seq previamente
publicada de BCSC donde se administro un fuerte inhibidor de KDM4A Ilamado QC6352
(nimero de acceso en “Gene Expression Omnibus” GSE95293) (Metzger et al. 2017). En dicho
estudio la expresion de JAG y WRAP53 aumentaba tras la inhibicion de la actividad catalitica
de KDM4A. Este resultado contrasta con los hallazgos del presente trabajo, en los que la
expresion de JAG y WRAPS53 sufre un decrimento tras el KO de KDM4A en células MCF7.
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Esta diferencia podria deberse por un lado, a que se evalu6 el efecto del inhibidor de KDM4A
en una linea celuar diferente y a que el compuesto QC6352 inhibe por igual la actividad de
varias desmetilasas de la familia JmjC (ej. KDM4A, B, C y D) cuyos blancos son también las
marcas H3K9me3 y H3K36me3 (Metzger et al. 2017; Y. K. Chen et al. 2017).

En las células MCF7, el pico de enriquecimiento de KDM4A y el complejo KDM4A-CTCF
en el gen WRAP53 se encuentra en una region que comprende al promotor y el primer exon del
gen. De acuerdo con el ensayo ChIP, la tendencia a la subexpresion del gen WRAP53 podria
deberse al aumento de la marca represiva H3K9me3 en su promotor. Es conocido que la
trimetilacion de la marca H3K9me en las regiones promotoras de genes media el silenciamiento
transcripcional de los mismos (Barski et al. 2007).

Con respecto al gen JAG2, el pico de enriquecimiento de KDM4A y el complejo KDM4A-
CTCEF se encuentra en una region que comprende al intrén 19 y el exon 19. Los ensayos de ChIP
mostraron que tanto la marca represiva H3K9me3 como la marca de elongacion transcripcional
H3K36me3 aumentaron en la region bajo estudio. Creemos, que la reduccion significativa en la
transcripcion del gen JAG2 podria atriburse a un mecanismo mediado por la marca de histonas
H3K9me3 maés que por la presencia de la marca de histonas H3K36me3. La primera hipotesis
es que la subexpresion de JAG2 se debe a un aumento de la marca H3K9me3 en el cuerpo del
gen. En otros estudios, se ha visto que el enriquecimiento de la marca H3K9me3 en la porcion
final y el cuerpo de los genes es un buen indicador de represion transcripcional, aunque los
mecanismos aun no son muy claros (Rosenfeld, Xuan, y DeSalle 2009; Hahn et al. 2011).
Algunos investigadores han sefialado también que la marca H3K9me3 tiene otras funciones en
el cuerpo de los genes, como el reconocimiento de exones constitutivos y alternativos durante el
splicing alternativo (Bieberstein et al. 2016). La segunda hipotesis es que quizd el KO de
KDM4A también aumento los niveles H3K9me3 en el promotor de JAG2 y esto podria estar
regulando su sub-expresion; sin embargo, no se condujeron los experimentos necesarios para
descartar ninguna de las hipdtesis. Este hallazgo es interesante ya que demuestra que un aumento
en una marca de elongacion transcripcional como H3K36me3, no conlleva en todos los casos a
la activacion transcripcional, como fue el caso del gen CHDS (Guerra-Calderas et al. 2018). Sin
duda, deben existir otras variables que influencian el efecto de una marca de histonas
dependiendo del estado de la cromatina. En el caso de CHDSJ, no fue uno si no ocho picos de
enriquecimiento de KDM4A y el complejo que podrian estar influenciando fuertemente sus
bajos niveles de transcripcion. Seria necesario entonces, realizar un andlisis mas robusto que
relacione el nimero y la localizacion de los picos de enriquecimiento de KDM4A y el complejo
KDM4A-CTCF, con el aumento de las marcas de histonas H3K36me3 y H3K9me3 para
vislumbrar mejor el mecanismo de regulacion transcripcional. Existe una ltima hipotesis acerca
de la subexpresion de JAG2 mediada por el KO de KDM4A. Podria ser posible que los bajos
niveles de JAG2 estén relacionados con la expresion de HIF-1, el activador transcripcional de
JAG2 que como se menciono antes, se encuentra silenciado en células deficientes de KDM4A
(Dobrynin et al. 2017; Pietras et al. 2011).
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CONCLUSIONES

Los hallazgos del presente trabajo sefialan la participacion de CTCF en el reclutamiento
genomico de KDM4A vy el papel dual del complejo KDM4A-CTCF en la regulacion de la
expresion de multiples genes relacionados a la progresion del cdncer de mama, entre los que
destacan los genes JAG2 y WRAP53. La union de KDM4A a la cromatina puede reprimir o
promover la expresion génica a través de la remocion de las marcas H3K9me3 y H3K36me3 en
el promotor y el cuerpo de los genes. El cambio en la expresion de KDM4A tiene un efecto sobre
la capacidad migratoria e invasiva de las células MCF7, lo cual sugiere su participacion dentro
de procesos de metastasis celular en cancer de mama.

PERSPECTIVAS

1. Explorar la presencia de una secuencia consenso de uniéon de KDM4A y KDM4A-CTCF
a través de un analisis de motivos de union.

2. Realizar un ensayo RNA-seq con células MCF7 control y Knock Out de KDM4A para
estudiar el efecto de su abatimiento en la expresion génica global y acotar una matriz de
genes blanco.

3. Realizar ensayos de secuenciacion masiva ChIP-seq dirigidos a las marcas de histonas
H3K9me3 y H3K36me3 en células control y Knock Out de KDM4A para estudiar los
mecanismos que regulan transcripcionalmente a sus genes blanco desde el promotor y el
cuerpo del gen.

4. Implementar un modelo de sobreexpresion para KDM4A y estudiar su efecto en la
expresion de los genes JAG2 'y WRAPS3.

5. Realizar estudios de acomplamiento proteico para simular la interaccion de KDM4A y
CTCEF, e indagar sobre los dominios que permiten su interaccion.
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1.1 Cultivo celular

Propdsito: Mantener una linea celular en un ambiente artificial (in vitro) que provee los nutrientes
y condiciones necesarias para su crecimiento y proliferacion.

Las lineas celulares MCF7, MDA-MB-231 [ATCC (American Type Culture Collection)] fueron
cultivadas con medio suplementado con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10%. Las células MCF7-
KDM4AX° obtenidas previamente por el grupo de trabajo del Dr. Soto, se cultivan en condiciones
similares a las de la linea MCF7; salvo la administracion de puromicina 3ug/mL al medio de
cultivo'. Las condiciones de cultivo celular se muestran en la tabla Al.

Linea celular Medio suplementado Condiciones

DMEM/F12 (cat.11320-033, Gibco). .
MCF7 (HTB-22 Aire 95%; CO2 5%; 37°C
CET( ) SFB 10% (cat. 10500064, Gibco). tre 95%; CO2 5%;

DMEM/F12 (cat.11320-033, Gibco).
MCF7-KDM4AK® SFB 10% (cat. 10500064, Gibco). Aire 95%; CO2 5%; 37°C
Puromicina 3pg/mL (cat. P8833, Sigma).

MDA-MB-231 DMEM/F12 (cat.11320-033, Gibco).

Aire 95%; CO2 5%; 37°C
(HTB-26) SFB 10% (cat. 10500064, Gibco). e 7570; *

Tabla A1l. Condiciones de cultivo celular. Se mencionan las condiciones programas en la incubadora celular y el
medio suplementado utilizado en el cultivo de cada linea celular.
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1.2 Analisis de citometria

Proposito: Identificar subpoblaciones celulares positivas a la sefial de interés.

a) Ensayo de citometria

Descartar medio de cultivo celular y lavar 2 veces PBS*.

Adicionar de ImL de Verseno>*" e incubar a 37°C durante 5 min.
Recuperacion del Verseno y células en suspension.

Centrifugacion durante 5 min a 1200 rpm.

Descartar el sobrenadante y resuspender en el botén celular en 1mL de PBS.

S e

Trasferir 500 pL. de la suspension celular a un tubo de citometria y realizar el analisis
correspondiente. La sefial de RFP se excita a 488 nm o 532 nm en linea de laser y se detecta
a 588 nm.

* PBS. NaCL137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8mM. pH 7.2
**Verseno. EDTA 0.53mM en PBS

b) Obtencidon de subpoblaciones celulares

7. Realizar diluciones seriadas con los 500 pL restantes de la suspension celular en una nueva
caja de cultivo celular con 24 pozos.

8. Incubar las células a 37°C y CO2 5% durante 48 horas

9. Repetir los pasos 1-6 con la suspension celular de cada pozo. Cada pozo representa una
subpoblacion celular diferente.

10. Conservar las subpoblaciones celulares con la mayor cantidad de células positivas a la sefial
de RFP, de acuerdo con el analisis citométrico

¢) Evaluacion y procesamiento de los datos

El ensayo se realiz6é en un BD FACSCalibur. Todos los datos del ensayo fueron analizados con
el programa DeNovoSoftware FCS Express version 6.

1.3 Ensayo de fluorescencia

Proposito: Localizar una proteina/antigeno especifico in situ.

!'La puromicina es un aminoglucésido que se utiliza comtinmente como marcador de seleccién, ya que

inhibe la sintesis de proteinas de las células eucariotas que no posen la secuencia de la N-
acetiltransferasa (pac) de Streptomyces.

2 El Verseno favorece la disociacion no enzimatica de las células adherentes en cultivo, debido a que
el EDTA es un agente quelante de los elementos que requieren las células para desempefiar dicha
funcion.
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Inmunofluorescencia

Esterilizar seis cubreobjetos y colocarlos en cajas de 60 mm.

Sembrar 500,000 células sobre cada portaobjetos e incubar a 37°C y CO2 5% durante 24
horas.

Descartar el medio de cultivo y lavar 2 veces con PBS.

Fijar las células de cada pozo con ImL de formaldehido al 4% en PBS e incubar a temperatura
ambiente y agitacion suave durante 10 minutos.

Descartar la solucion de formaldehido y realizar 3 lavados con PBS de 5 minutos cada uno.
Mantener las cajas de 60mm en una camara himeda para evitar su secado. Remover el
cubreobjetos de las cajas de cultivo y colocarlo verticalmente sobre un papel absorbente para
remover el exceso de PBS.

Montar preparacion con 20 uL de medio de montaje para fluorescencia con DAPI® (cat. H-
1200, Vectashield Vector) sobre un portaobjetos limpio.

Almacenar los portaobjetos a 4°C cubiertos de la luz.

b) Captura y procesamiento de imagenes

Las fluorescencias fueron observadas en un microscopio invertido Axiovert 40 C/40 CFL ZEISS

con el objetivo 20x. Las imagenes fueron procesadas con el programa ZEISS ZEN edicion azul.

1.4 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Proposito: Extraer y cuantificar proteinas totales a partir de cultivos celulares.

a)

N

S AW

Extraccion de proteina total

Descartar medio de cultivo celular y lavar 2 veces con PBS. Mantener las cajas en hielo.
Agregar 150 pL de buffer de lisis* por caja celular y mantenerla en hielo o a -20°C durante
15 min.

Recuperacion del buffer de lisis y células lisadas en un tubo limpio con ayuda de una espatula.
Centrifugar 14,000 rpm durante 30 min a 4 °C.

Transferir sobrenadante a un tubo limpio y descartar el pellet.

Almacenar las proteinas a -80 °C.

* Buffer de lisis: NP40 1%, Tris-HCL pH8 50Mm, NaCL 150Mm, Inhibidores de proteasas 1X
(cat.5871, Cell signaling)

3 El DAPI es un maracdor fluorescente que tifie las cadenas de DNA en regiones enriquecidas por
adenina y timina.
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b) Cuantificaciéon de proteinas con Acido Bicinconinico (BCA)'

7. Realizar una curva de diluciéon de Albimina de Suero Bovino (BSA) con las siguientes
concentraciones: 10ug/ ul, 5 ng/ uL, 2.5 ug/ ul, 1.25 pg/ pL.

8. Diluir las muestras de proteina total en buffer de lisis en una proporcion 1:10.

9. Depositar en una placa de 96 pozos, 10 pL de las siguientes series de soluciones por
triplicado: a) buffer de lisis. b) curva de dilucién BSA. c) las muestras de proteina 1:10.

10. Preparar la mezcla de reactivos del kit de cuantificacion de proteinas Sigma cat. B-9643. Se
debe considerar que por cada 100 partes del reactivo A (BCA) se utilizan 2 partes del Reactivo
B (CuS04). A cada pozo se le agregan 200ulL de la mezcla y la placa se cubre de la luz.

11. Incubar la placa a temperatura ambiente durante 30 min. y leer la placa con ayuda de un
espectrofotometro.

¢) Evaluacion y procesamiento de los datos

Las lecturas se registraron en el fotometro para microplacas Multiskan FC (cat. 51119000, Thermo
Scientific) a una absorbancia de 562 nm. Con base en las lecturas de la curva de BSA se realiza
una regresion lineal para obtener la ecuacion de la recta. A partir de la ecuacion de la recta se
calcula la concentracion de proteina total de cada una de las muestras

1.5 Western blot
Proposito: Evidenciar la presencia/auscencia o el cambio en la expresion de una proteina.
a) Electroforesis de proteinas

1. Montar el modulo de fundicién (cat. 165-8022, BioRad) y preparar los componentes del gel
de gradiente: a) solucion concentradora al 5% y b) separadora al 8%. En la tabla A2 se
muestran las recomendaciones del proveedor.

2. Verter entre los cristales de 1.5 mm que se encuentran en el moédulo de fundicion, la solucion
separadora hasta cubrir 2/3 de la altura del cristal. Dejar polimerzar a temperatura ambiente
durante 15 min.

3. Verter entre los cristales de 1.5 mm la solucion concentradora hasta cubrir el filo de los
cristales. Colocar el peine entre los dos cristales y dejar polimerizar a temperatura ambiente
durante 15 min.

Montar la camara de electroforesis y verter buffer de electroforesis®.

5. Alicuotar en un tubo limpio un volumen equivalente a 60 ug de proteina a partir de una
muestra de proteina total previamente cuantificada.

6. Agregar a la alicuota un volumen de solucion Laemmli** que respete la proporcion 1:4.

4 El método de cuantificacion con BCA combina la reduccion del Cu™ que tiene lugar cuando las
proteinas se encuentran un medio alcalino (reaccion de Biuret) con la deteccion colorimétrica altamente
sensible y selectiva del cation Cu’ por el BCA.
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7.
8.

9.

Las muestras de proteinas con Laemmli® se incuban a 90°C durante 10 min.

Retirar el peine del gel de acrilamida y cargar en los pozos: a) marcador de peso molecular
para proteinas (cat. 26616, Thermo Scientific). b) muestras de proteina con Laemmli.
Electroforesis a 80V durante 1.5 horas.

Gel Concentrador Gel Separador

4% 7.5% 12% X%
30% 1.98 ml 3.75ml  6.0ml 0.5 x Xml
Acrylamide/bis
0.5M Tris-HCI, 3.78 ml
pH 6.8 — — —
1.5M Tris-HCI, — 3.75ml  3.75ml 3.75 ml
pH 8.8
10% SDS 150 pl 150l 150 pl 150 pl
diH,O 9 mi 7.28ml 5.03ml 11.03-(0.5 x X) ml
TEMED 15 pl 7.5 ul 7.5 ul 7.5 ul
10% APS 75 pl 75 ul 75 ul 75 ul
Total Volume 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml

Tabla A2. Componentes del gel de gradiente y sus concentraciones de acuerdo con las
recomendaciones de BioRad.

* Buffer de eletroforesis. Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%. pH 8.3
** Laemli. SDS 4%, gilcerol 20%, Tris 0.125M, bromofenol azul 0.004%, [ mercaptoetanol 5%

pH 6.8

b) Transferencia himeda de proteinas

10. Retirar el gel de los cristales y mantener a tempreatura ambiente en solucion TBS*.

11. Montar el cassette de transferencia sobre una superficie humedecida con buffer de
transferencia** en el siguiente orden: a) esponja, b) papel filtro (cat. 1703967, BioRad), ¢)
gel de acrilamida, d) la membrana de nitrocelulosa (cat. 10600000, Amersham), e) papel
filtro, f) esponja.

12. Colocar el cassette dentro de la placa con electrodos.

13. Colocar dentro de la camara de electroforesis la placa con electrodos y un refrigerante. Verter
buffer de transferencia hasta cubrir la cdmara.

14. Transferencia a 45 V en cuarto frio durante 16 horas.

15. Teifiir la membrana de nitrocelulosa con rojo Ponceau®*** para verificar la transferencia de

proteinas.

3 La solucion Laemmli desnaturaliza las proteinas al romper sus enlaces covalentes y reducir sus enlaces
disulfuro, ademas de servir como buffer de carga.

% E1 Rojo Ponceau es un colorante que se une a los grupos amino positivamente cargados y las regiones
no polares de las proteinas.
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* TBS. Tris-Cl 50 mM, pH 7.5. NaCl 150 mM
**Buffer de transferencia. Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%, metanol 20%.
*#* Rojo Ponceau 0.1% Pounceau S, 5% acido acético.

c)

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Bloqueo e inmunodeteccion

Lavar de la membrana con TBS en agitacion hasta destefiir la membrana.

Incubar la membrana con solucioén de bloqueo a temperatura ambiente y agitacion durante 1
h.

Incubar la membrana con el anticuerpo de interés, en agitacion a 4°C durante 16 horas. La
solucion con anticuerpo se diluye en buffer de bloqueo. Las soluciones con anticuerpos se
preparan conforme a lo indicado en la tabla A3.

Lavar 3 veces la membrana con TBS-Tween™* en agitacion durante 10 min.

Incubar la membrana con el anticuerpo secundario de interés, a temperatura ambiente y en
agitacion durante 1 hora.

Lavar 3 veces la membrana con TBS-Tween en agitacion durante 10 min.

Marcar con un plumoéon (LI-COR cat. 926-91000) la ubicacion del marcador de peso y
humedecer las membranas con 500 pL del sustrato quimioluminiscente del kit Super Signal
Thermo Scientific cat. 34094.

Revelado en cuarto oscuro con peliculas para autoradiografia (cat. Z370398-50EA,
KODAK).

Antigeno No. Catalogo Concentracion  [Solucion de bloqueo
KDM4A Rabbit C37ES5, Cell signaling 1:500 Albumina 5%
Actina Goat sc-1615, Santa Cruz 1:5,000 Leche 5%
Anti-rabbit sc-2004, Santa Cruz 1:5,000 Leche 0.5%
Anti-goat sc-2020, Santa Cruz 1:10,000 Leche 5%

Tabla A3. Anticuerpos utilizados en los ensayos de Western Blot. Todas las soluciones de bloqueo se diluyen en
TBS-Tween.

* TBS-Tween. Tris-Cl 50 mM, pH 7.5. NaCl 150 mM, 0.1% Tween.

d)

Evaluacién y procesamiento de los datos

El tiempo de exposicion de las placas es de 3 y 10 min. para Actina y KDMA respectivamente. La

placas reveladas se escanean con una impresora multifuncional (cat. L375, Epson) y los archivos

se guardan en formato de imagen TIFF.

7 La oxidacion del sustrato quimioluminiscente de la Peroxidasa de Rabano Picante (HRP) que esta
acoplada los anticuerpos secundarios permite la deteccion de un antigeno.
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1.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): cuantitativa

Proposito: Amplificar y cuantificar de manera simultdnea la cantidad de una secuencia de DNA
en una muestra.
a) PCR cuantitativa

1. Realizar la reaccion del PCR de acuerdo con las instrucciones de uso del reactivo SYBR
Green Thermo Scientific cat. K0221. Preparar el mix de reaccion como se indica en la tabla
A4.

2. Servir el mix de reaccion en los tubos de reaccion.

3. Servir en los tubos de reaccion el DNA y agua en el caso de los controles.

Componente Concentracion

final

Agua Aforar

Primer Forward 0.3uM

Primer Revserse 0.3 uM

SYBR (2X) 12.5 uL

Templado de DNA <500 ng
Final 25 ul

Tabla A4. Componentes de la reaccion de PCR cuantitativa.
4. El programa de amplificacion comprende 3 etapas:

- Desnaturalizacion: 95°C durante 5 min.

- Amplificacion (40 ciclos): 95°C durante 0.15 min. y Temperatura de alineamiento
(Tm) durante 1 min.

- Curva de Melting: 95°C durante 0.15 min, 60°C durante 1 min y 95°C durante 0.15
min.

5. Registar los datos de la amplificacion con un sistema de tiempo real.
En la tabla A5 se muestra las caracteristicas de los oligonticleotidos empleados en las reacciones
de PCR cuantitativa. Los oligonucleotidos utilizados en los ensayos de expresion fueron disefiados

para amplificar Uinicamente los transcritos maduros; es por esto que comprenden mas de dos
regiones exonicas.
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b) Evaluacion y procesamiento de los datos

El ensayo se realizé en un sistema de Tiempo real Applied Biosystems, StepOnePlus. Las

reacciones se corren por triplicado y los valores promedio Ct® se utilizan para la cuantificacion
con el método de doble delta CT (dACT).

Blanco Génico Ensayo Region Secuencia 5°-3"
F- GAC AGG TCT GAA GCC TG.
WRAP33 ChIP Promotor R- CGG GAC GTG AAA GGT TAG
, F- GGC TCC CCA CTT AAT CAC TT
JAG2 ChIP Intron 19 R- GTG GCC ACA ACT ACT TCC TG
5 ChIP Ctl. Negativo Exon 27 F- CTAACACTGGCATGTTCAAAGC
de KDMA xon R- GGTGTAGGGGAGGGG
ASCL2 ChIP Ctl. Positivo | -1922 rio arriba F- CGAAGACCGGGTAGAGA
de KDMA del TSS R- TCTGGGTGTGGCTGCATAC
Exones 9-10-11.
WRAPS3 Exoresic Todos 1 F- GAT CTG GAC CCG ACC GGG CA
xpresion A0S 195 1 R.CAC GCT GAC CGG AGG CAG TG
transcritos
3 F- CTT CCA CAG GTC TGC TGG TG
JAG2 Expresion Exones 25-26 R- CTC CTC TCC CGC TCT TTC CT
GAPDH Expresion E 8.9 F- TCT TAC TCC TTG GAG GCC AT
Ctl. XONEs & R-TGT CAA GCT CAT TTC CTG GT

Tabla AS. Oligonticleotidos empleados en las reacciones de PCR cuantitativa.

1.7 Extraccion y retrotranscripcion del RNA

Proposito: Extraer RNA mensajero maduro a partir de una poblacion celular y obtener una

molécula de DNA codificante (¢cDNA) para cuantificar de manera indirecta la expresion de un

gen.

a) Extraccion de RNA

1. Descartar medio de cultivo celular, lavar 2 veces con PBS y mantener las cajas en hielo.

2. Agregar 1 mL de trizol’ (cat. 15596018, Thermo Scientific) y distribuirlo con movimientos

circulares en la caja.

3. Incubar durante 5 min. a 4°C, recuperar el trizol con las células lisadas y trasladarlo a un tubo

limpio.

8 El valor Ct es la intereseccion entre una curva de amplificacion y la linea de umbral. Es una medida
relativa de la concentracion de una secuencia blanco en la reaccion de PCR.

% El Trizol es una solucion con un pH acido que lisa las células y mantiene la integridad del RNA.
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10.
1.
12.

b)

13.

14.

Agregar 200 pL cloroformo por cada mililitro de trizol utilizado en la lisis. Mezclar
vigorosamente e incubar de 3 min.

Centrifugar a 12000 rpm a 4°C durante 15 min.

Recuperar la fase acuosa en un tubo limpio y agregar 500 uL de isopropanol por cada mililitro
de trizol utilizado en la lisis. Incubar a 4°C durante 10 min.

Centrifugar a 12000 rpm a 4°C durante 10 min. y descartar el sobrenadante. El RNA forma
un pellet blanco.

Resuspender el pellet en ImL de alcohol al 75% por cada mililitro de trizol utilizado en la
lisis.

Mezclar vigorosamente y centrifugar a 8000 rpm a 4°C durante 5 min.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 20 puL de agua.

Cuantificar el RNA y hacer alicuotas que tengan una concentracion de 0.33ng/pL.
Almacenar a -80 °C.

Retrotranscripcion
Realizar la retrotranscripcion del RNA de acuerdo con las instrucciones del kit GeneAmp

Thermo Scientific cat. N8080143. Preparar el mix de reaccion como se indica en la tabla A6.
Adicionar todos los componentes excepto el Oligo dT y la muestra de RNA.

Componente Concentracion
final
Agua DEPC Aforar
PCR Buffer 10x Ix
MgClI2 SmM
25 mM
dNTPs 10 mM
ATP, GTP, CTP, TTP ImM
DTT SmM
Inhibidor de RNAsas 1 U/uL
(20U/uL)
MulV Reverso transcriptasa 2.5U0/uL
(50U/uL)
Oligo d(T)16 2.5 mM
Templado de RNA 1pg
Final 20 uL

Tabla A6. Componentes de la reaccion de retrotranscripcion.

15. El programa de retrotranscripcion comprende 2 etapas:

Alinaemiento: 65°C durante 5 min. y 4°C durante 2 min.
Extension: 37°C durante 40 min. 95°C durante 5 min y 20°C durante 5 minutos.
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16.

17.

18.

c)

Agregar el oligo dT y la muestra de RNA en los tubos de reaccion e incubar solos durante la
etapa de alineamiento.

Agregar al tubo de reaccion el mix de reaccion previamente preparado e incubar durante la
etapa de extension.

Agregar 40 pL de agua estéril al cDNA, de manera que el volumen final sea de 60 pL.

Evaluacién y procesamiento de los datos

El ensayo se realiz6 en un termociclador Veriti Applied Biosystems. La expresion génica se evalua

de manera indirecta por medio de la PCR cuantitativa de las moléculas de cDNA. El analisis se

realiza en funcion a la expresion relativa al gen GAPDH. Finalmente, se lleva a cabo un andlisis

ANOVA de una via seguido por una prueba Dunnet de comparacion multiple vs control con el

programa PRISM.

1.8 Ensayos de Inmunoprecipitacion de la Cromatina (ChIP)

Propésito: Estudiar el enriquecimiento selectivo de un antigeno/proteina en una region de

cromatina particular.

a)

Extraccion de la cromatina

Cultivar las células de interés en 6 cajas de 150 mm a una confluencia del 80 %.

Revisar que el volumen del medio en cada caja sea de 18 mL, sino es asi, agregar el volumen
faltante con PBS 1X.

Anadir 2 mL de buffer de entrecruzamiento* para obtener una concentracion final de
formaldehido al 1 %. Mantener las células en agitacion por 10 minutos.

Anadir 1 mL de glicina 2.5 M para obtener una concentracion final de 125 mM. Mantener las
células en agitacion por 5 minutos.

Retirar el medio de las cajas y hacer 3 lavados de 3 min con PBS y en agitacion.

Remover el PBS y agregar 500 pL buffer de lisis con inhibidores** a una de las cajas. Incubar
esta caja durante 5 minutos a 4°C y guardar las demas cajas a 4°C también.

Cosechar todo el contenido de la primera caja con una espatula y transferirlo a la siguiente
caja. Los pasos 6 y 7 se repiten hasta colectar el contenido de la tltima caja.

Almacenar el contenido de la tltima caja en un tubo limpio a 4°C.

* Buffer de entrecruzamiento. Formaldehido 11%, NaCl 100 mM, EGTA 0.5 mM, HEPES 50mM
pH 8.
**Buffer de lisis. NP40 1%, NaCl 150mM, Tris-HCL 50 mM pH 8, Inhibidores de proteasas 1x.

b)

9.

Evaluacion de la cromatina

Tomar una alicuota de 100 pLL de cromatina en un tubo limpio. Esta alicuota es el control de
la extraccion de la cromatina.
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

Sonicar'? la cromatina con pulsos de 30 segundos, pulso 0.5 - 0.5, y amplitud de 37% (cat.
EF2810E, Daigger).

Tomar una alicuota de 60 pL de la cromatina sonicada y agregar 5 pg de RNasa A (Thermo
Scientific cat. EN0531) e incubar a 37°C durante una hora.

Agregar 5 ng de proteinasa K (Thermo Scientific cat. AM2546) a la alicuota e incubar a a
55°C durante 2 horas.

Adicionar 100 pL de agua estéril a la alicuota e incubar a 65°C durante 16 horas para eliminar
el entrecruzamiento'!.

Realizar una extraccion fenol/cloroformo y precipitacion del DNA con alcohol (pasos 14-
21). Llevar la muestra a un volumen final de 300 pl con agua y agregar un volumen igual de
fenol cloroformo alcohol isoamilico (P3803, Sigma).

Mezclar ambos componentes hasta obtener una fase blanca y centrifugar 15 min. a 14 000
rpm a 4°C. Recuperar la fase acuosa y agregar un volumen de cloroformo (300 pL) para
remover el fenol.

Mezclar hasta obtener una sola fase y centrifugar 15 min a 14 000 rpm 4°C. Recuperar la fase
acuosa que contiene el DNA.

Afadir 2 volumenes de ET-OH al 100 % (600 pL) y 0.66 volumenes de acetato de amonio o
de sodio al 5 M (200 pL) a la fase acuosa para precipitar el DNA

Mezclar hasta homogenizar e incubar a -80°C durante 2 horas. Centrifugar la muestra durante
30 min. a 14 000 rpm y descartar el sobrenadante.

Agregar 400 pL de etanol al 75%, mezclar y centrifugar 7 min a 4°C.

Descartar el sobrenadante y conservar el pellet.

Secar el pellet a 37°C durante 7 min y resuspenderlo en 20 pL de agua esteril.

Evaluar la calidad y fragmentacion del DNA mediante la técnica de electroforesis con un gel
de agarosa al 1%. Posterior a la sonicacion se esperan fragmentos de DNA de entre 200 y 500
pb, lo equivalente a la distancia de uno o dos nucleosomas. Esta longitud es lo suficientemente
corta para tener una buena especificidad y resolucion en el enriquecimiento y suficientemente
larga para tener un alineamiento eficiente si el material se desea secuenciar (Wooden y
Ciborowski 2014).

Inmunoprecipitacion de las proteinas

Tomar una alicuota de la cromatina almacenada a 4°C y cuantificar las proteinas mediante el
método de Lowry'? (cat. 23240, Thermo Scientific).

19 Sonicar. Se recomienda que la longitud de los fragmentos de 200-500 pb, lo equivalente a la distancia
de uno o dos nucleosomas. Esta longitud es lo suficientemente corta para tener una buena especificidad
y resolucion en el enriquecimiento y suficientemente larga para tener un alineamiento eficiente de la
secuencia.

"' El formaldehido genera enlaces covalentes entre los grupos amino o imina de las proteinas y los
acidos nucleicos. El entrecruzamiento de la cromatina es reversible al aumentar la temperatura.

12 El método de Lowry combina la reaccion de Biuret con la oxidacién de los residuos aromaticos de
las proteinas.
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24.

25.

26.

d)

27.

28.
29.

30.
31.

32.
33.
34.

35.
36.
37.

Realizar la inmuprecipitacion (IP) de las proteinas de interés de acuerdo con las instrucciones
del kit One Day ChIP Diagenode cat. C01010080, el volumen de la cromatina no debe ser
mayor al 28% en cada IP. El volumen de cada IP se establece con base en la concentracion
de proteinas en la muestra de cromatina. La cantidad de proteina por IP debe ser equivalente
a la proteina total extraida de un cultivo celular de 2 millones de células. En el caso de la linea
celular MCF7 esta cantidad de células corresponde aproximadamente a 724 pg de proteina.
Repartir cada IP en tubos limpios y afiadir la cantidad adecuada de inhibidores para ese
volumen de muestra (1x). Se debe considerar que los controles del INPUT vy las perlas
requieren el mismo volumen de muestra que una IP.

Adicionar a cada IP la cantidad estandarizada para el anticuerpo primario de interés (Tabla
AT), invertir los tubos varias veces y dejarlos en agitacion en rotor a 4°C durante 16 horas.

Antigeno No. Catalogo Concentracion
1P
KDMAA Mouse ab105953, Abcam 5 ug/
H3K9me3 Rabbit pAB-056-050, Diagenode 2.7 ng/IP
H3K36me3 Rabbit pAb-058-050, Diagenode 1.9 pg/1P
IgG (Control
g6 ( (.)n o Rabbit IgG kch-504-250, Diagenode 2 pg/IP
negativo)

Tabla A7. Anticuerpos primarios utilizados en los ensayos ChIP.

Purificacion de DNA

Lavar 42 pL de perlas con 525uL de ChIP buffer 1x por cada IP. Centrifugar a 2000 rpm
durante 3 minutos a 4°C. Repetir el lavado una vez mas sin perturbar el pellet de perlas.
Agregar nuevamente 525uL de ChIP buffer 1x por cada IP.

Alicuotar 500 pL de la solucién perlas en tubos limpios y centrifugar a 2000 rpm durante 2
minutos a 4°C.

Descartar el sobrenadante sin perturbar el pellet de perlas y mantenerlo en hielo.

Centrifugar las IP a 14,000 rpm, durante 10 minutos a 4°C. Los complejos anticuerpo-
cromatina se encuentran en el sobrenadante.

Transferir el sobrenadante a uno de los tubos con el pellet de perlas.

Incubar de una hora a 3 horas a 4°C en movimiento.

Agregar 1 mL de etanol absoluto al INPUT. Mezclar de 2 a 3 veces por inversion e incubar
durante 10 minutos en hielo.

Centrifugar el INPUT a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C.

Descartar el sobrenadante del INPUT sin perturbar el pellet, lavarlo con 1 mL de OH-75%.
Centrifugar el INPUT a 9,000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Mantener el pellet a temperatura
ambiente.
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38. Centrifugar las IP a 2500-3000 rpm durante 2 minutos a 4°C, para depositar en el fondo las
perlas.

39. Descartar el sobrenadante sin perturbar el pellet y lavarlo con ImL de ChIP buffer 1X en
rotacion a 4°C durante 5 minutos. Centrifugar a 2750 rpm por 5 minutos en frio. Repetir esta
operacion 5 veces. Se obtiene el pellet con los complejos perlas-anticuerpo-cromatina.

40. Agregar al INPUT 100 pL de agua estéril, resuspenderlo e incubar a temperatura ambiente.

41. Adadir 100 pL de suspension purificadora (slurry) a cada IP. Incubar a temperatura ambiente
durante 1 minuto.

42. Adadir 100 pL de suspension purificadora al INPUT e incubar a temperatura ambiente
durante 1 minuto.

43. Mezclar por inversion todos los tubos. Colocar los tubos en agua hirviendo durante 10
minutos.

44. Agregar 3 pg de Proteinasa K e incubar a 55°C durante por lo menos 30 min.

45. Incubar todos los tubos durante 10 minutos en agua hirviendo y centrifugar a 14,000 rpm
durante 1 minuto 4°C.

46. Transferir 70 pL del sobrenadante a un tubo limpio.

47. Anadir 130 pL de agua estéril (Todos los tubos menos al INPUT), mezclar vigorosamente y
centrifugar a 14,000 rpm durante 1 minuto a 4°C.

48. Tomar 130 pL del sobrenadante y trasladarlo al tubo donde se encuentran los 70 puL previos.
El volumen final de cada muestra es de 200 pL.

49. Realizar diluciones seriales del INPUT (ej. 0.5%, 2.5%, 5%, 10%).

50. Conservar las muestras de DNA a -20°C.

51. Evaluar el enriquecimiento de las proteinas o marcas de histonas mediante PCR cuanitativa.

e) Evaluacion y procesamiento de los datos

Los fragmentos de DNA obtenidos del ensayo ChIP se evaluan por medio de una PCR cuantitativa
para conocer el enriquecimiento de las proteinas o marcas de histonas en una region de interés. La
calidad de los ensayos ChIP a través de controles negativos y positivos de para la
inmunoprecipitacion de las proteinas de interés. En el caso de KDM4A, el control positivo fue
una region localizada a -1922 bp rio arriba del TSS de ASCL2 (Tan, Lim, y Harper 2011). El
primer intrén del gen CHDS fue el control positivo de la inmunoprecipitacion de CTCF
(Guerra-Calderas et al. 2018). El control negativo de ambas proteinas fue el exén 27 del gen
RB (De La Rosa-Velazquez et al. 2007). Finalmente, se estiman las veces de enriquecimiento
de una secuencia al comparar la cantidad de DNA recuperado de la inmunoprecipitacion y de
los controles negativos; es decir, las perlas y los anticuerpos IgG inespecificos. El analisis
involucra los siguientes calculos: 1) Eficiencia de amplificacion (EA) y porcentaje de recuperacion.
Con base en los Ct de la curva de INPUT se realiza una regresion lineal para obtener la ecuacion
de la recta. A partir de la pendiente en la ecuacion de la recta se calcula la eficiencia de
amplificaciéon de los oligonucleotidos. AE= 10™(-1 / pendiente). El porcentaje de recuperacion del
INPUT se calcula con la ecuacion: %INPUT= AENCt INPUT — Ct IP) x Fd x 100%; donde Fd es
el factor de dilucion del INPUT. 2) Ocupancia (Oc). La ocupacion relativa se puede calcular como
una relacion entre la sefial del IP y el control negativo: Oc=2"(Ct Control negativo — Ct IP). Los
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valores de recuperacion u ocupancia se grafican con el programa PRISM.

1.9 Analisis de muestras de Secuenciacion de DNA de alto rendimiento de las muestras
ChIP y ChIP-ReChIP (ChIP-Seq)

Proposito: Estudiar los sitios del genoma donde las proteinas inmunoprecipitadas, KDM4A y
CTCF, muestran un enriquecimiento.

a) Flujo de trabajo

wo

Nk

10.

11.

Secuenciacion por sintesis de los fragmentos de DNA obtenidos de los ensayos ChIP y
ChIP-ReChlIP a través de la tecnologia de Ilumina NextSeq 500 High Output. Modalidad
de “lectura tinica 1x75” con mas de 25 millones de fragmentos secuenciados por muestra.
Analizar la calidad de las secuencias a través de la plataforma FastQC.

Remover de adaptadores, secuencias duplicadas y mapear las secuencias al genoma hgl9
con el programa alineador BWA.

Crear tracks de sefial y llamar los picos con la herramienta MACS?2.

Identificar los picos de enriquecimiento de las proteinas de interés en el navegador UCSC.
Realizar anotacion gendmica y andlisis de localizacion con el paquete ChIPSeekeR.
Filtrar y enlistar los picos mas significativos deacuerdo a su g-value con el programa
MACS?2.

Crear de una matriz de datos que relaciona lista de los picos significativos de los analisis
ChIP-seq y sus coordenadas, para obtener una lista de blancos génicos con RStudio.
Criterio poco estricto g-value < 0.05

Creacion de un diagrama de Venn con base en la matriz de datos del paso 8 y la
implementacion del programa RStudio. Criterio de corte muy estricto g-value < 0.01.
Busqueda bibliografica e inspeccion manual del enriquecimiento simultdneo de CTCF,
KDM4A y su complejo en el visualizador IGV. Criterio de corte estricto g-value < 0.05.
Explorar la red de interaccion de los blancos génicos/proteinas con picos de
enriquecimiento significativos con el navegador STRING. Criterio poco estricto q-value <
0.1.

1.10 Ensayo de invasion in vitro

Proposito: Este sistema permite evaluar la propiedad migratoria e invasiva de las células in vitro.

Consiste en una placa de 24 pozos y un inserto con la misma cantidad de pozos que poseen una

membrana de PET con poros de 8 micrones por la que las células pueden migrar. El inserto esta

recubierto una matriz o Matrigel, que simula la membrana basal de las células in vitro y sirve

como barrera para las células no invasivas.
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a) Ensayo de invasion

1. Realizar el ensayo de invasion de acuerdo con las instrucciones del sistema Transwell
Corning cat. 354165. Cultivar las células de interés en una placa convencional de 24 pozos
a una confluencia del 80 %.

Atemperar las placas de invasion.

Rehidratar las placas de invasion agregando 500 pL de PBS por la pared del inserto.
Incubar las placas de invasion 2 horas a 37°C en un ambiente sin CO?2.

Retirar el PBS de las placas invirtiéndolas cuidadosamente sobre una charola con sanitas.

SN

Agregar 750 ul de quimioatrayente* a cada pozo de la parte basal por la ranura especial que

se encuentra en el inserto.

7. Tripsinizar y contar las células presentes en cada pozo de la placa convencional. Se debe
considerar que en cada pozo del inserto se deben depositar alrededor de 25 mil células
resuspendidas en 500 pL. de medio DMEM sin SFB.

8. Agregar por la parte apical del inserto 500 pL de la solucion con células resuspendidas.

9. Incubar la placa de invasion a 37°C, 5% CO2 durante 20-22 horas.

10. Remover el medio de la parte apical del sistema de invasion, invirtiendo el inserto sobre una
charola con sanitas.

11. Agregar en una nueva placa de 24 pozos 500 pL de solucion balanceada HBSS con calceina
AM"** en cada pozo.

12. Transferir el inserto a la placa con calceina e incubar a 37°C, 5% CO2 durante 1 hora.

13. Evaluar la fluorescencia de los pozos a 494/517 nm y contar el numero de células que

invadieron la matriz.

*Quimioatrayente. Medio DMEM con SFB al 5%.
** Solucidon balanceada HBSS con calceina. AM Calceina 4 ug/mL (Calceina 1mM en DMSO).

b) Evaluacion y procesamiento de los datos

Los pozos fueron observados en un microscopio invertido Axiovert 40 C/40 CFL ZEISS con el
objetivo 5x y procesadas con el programa ZEISS ZEN edicion azul. El calculo se obtiene del conteo
celular en varios campos del microscopio de fluorescencia con ayuda del programa Image J. El
porcentaje de invasion se obtiene a través de las siguientes formulas: 1) No. células por inserto
=(No. Promedio de células de campo/area del campo en cm? ) x drea del inserto. 2)
%Invasion=(No. células por inserto/No. Células sembradas) x 100. Finalmente, se realiza un
analisis ANOVA de una via, seguido de un analisis de Dunnet con el programa PRISM para
conocer si existe una diferencia significativa entre las condiciones experimentales y el control.

13 La calceina AM es una molécula permeable a la membrana celular que fluoresce cuando es convertida
por esterasas intracelulares a calceina. La Calceina AM es un indicador de viabilidad celular.
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1.11 Ensayo de migracion in vitro

Proposito: Evaluar la capacidad migratoria de las células in vitro. El area de las herida a través del

tiempo se relaciona de manera inversa a la capacidad migratoria de las células.

a) Ensayo de migracion

N

S A

. Cultivar las células de interés en una placa de 6 pozos.

Cambiar el medio de cultivo habitual por uno con SFB al 2% cuando las células alcancen
una confluencia del 100%.

Incubar la placa a 37°C, 5% CO2 durante 16 horas

Realizar una herida en la monocapa celular con una punta de micropipeta de 200uL.
Descartar medio de cultivo celular y lavar 2 veces con PBS

Agregar 2 mL de medio de cultivo con SFB al 2%.

Incubar la placa a 37°C, 5% CO2 durante el tiempo que dure el monitoreo del ensayo.
Tomar fotografias de la misma region de la herida a las 0, 6, 8, 16, 24, etc. horas de haber
realizado la herida. Evaluar por lo menos 4 regiones de cada pozo.

Medir el cambio en el area de la herida de cada region a través del tiempo.

b) Evaluacion y procesamiento de los datos

Las heridas fueron observadas en un un microscopio invertido Axiovert 40 C/40 CFL ZEISS con
el objetivo 10x y las imagenes procesadas con el programa ZEISS ZEN edicion azul. Deben

tomarse varias fotografias de una misma region de la herida a través del tiempo para registrar el

cambio en su area. La medicion del area de la herida se estima a través del programa TScratch.

Finalmente, se realiza una prueba T de Student con el programa PRISM para conocer si existe una

diferencia significativa entre las condiciones experimentales y el control.
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2.

Informacion Académica

Durante mis estudios de maestria tuve la oportunidad de participar y colaborar en las siguientes

actividades:

a)

b)

d)

Colaborar en la escritura de dos articulos de revision:

1. Hernandez-Romero IA, Guerra-Calderas L, Salgado-Albarran M, Maldonado-
Huerta T, Soto-Reyes E. The Regulatory Roles of Non-coding RNAs in
Angiogenesis and Neovascularization From an Epigenetic Perspective.
Front Oncol. 2019 Oct 24;9:1091. doi: 10.3389/fonc.2019.01091. eCollection
2019.

2. Guerra-Calderas L, Herndndez-Romero IA, Salgado-Albarrdn M, Wegman-
Ostrosky T and Soto-Reyes E. A new kid is on the block: when CTCF meets
demethylases. Cancer Genetics. 2020 Sometido.

Congreso XLIV Congreso Nacional de Genética Humana, en la que expuse los
resultados obtenidos durante mi proyecto de maestria.

V Simposio del Posgrado en Ciencias Naturales e Ingenieria de la Universidad
Autonoma  Metropolitana, = Unidad  Cuajimalpa, @ donde  obtuve  un
reconocimiento especial y un premio por la presentacion de los resultados obtenidos
durante mi proyecto de maestria.

Epigenomics meeting 2019: epigenetic regulation in human diseases, en la que expuse
los resultados obtenidos durante mi proyecto de maestria.
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The Regulatory Roles of Non-coding
RNAs in Angiogenesis and
Neovascularization From an
Epigenetic Perspective

Itzel Alejandra Hernandez-Romero?, Lissania Guerra-Calderas’,
Marisol Salgado-Albarran, Tatiana Maldonado-Huerta and Ernesto Soto-Reyes™

Natural Sciences Department, Universidad Auténoma Metropolitana-Cuajimalpa, Mexico City, Mexico

Angiogenesis is a crucial process for organ morphogenesis and growth during
development, and it is especially relevant during the repair of wounded tissue in adults.
It is coordinated by an equilibrium of pro- and anti-angiogenic factors; nevertheless,
when affected, it promotes several diseases. Lately, a growing body of evidence is
indicating that non-coding RNAs (ncRNAs), such as miRNAs, circRNAs, and IncRNAs,
play critical roles in angiogenesis. These ncRNAs can act in cis or trans and alter gene
transcription by several mechanisms including epigenetic processes. In the following
pages, we will discuss the functions of ncRNAs in the regulation of angiogenesis and
neovascularization, both in normal and disease contexts, from an epigenetic perspective.
Additionally, we will describe the contribution of Next-Generation Sequencing (NGS)
techniques to the discovery and understanding of the role of ncRNAs in angiogenesis.

Keywords: angiog is, non-coding RNA, next generation sequencing, miRNAs,
IncRNAs, circRNA
INTRODUCTION

In the vascular network, blood vessels act as channels for nutrients, oxygen delivery, and metabolic
waste evacuation. The growth of new capillary vessels, known as angiogenesis, plays key roles in
embryonic development and in tissue homeostasis and remodeling in adults, as well as in cancer
initiation and progression (1, 2). The balance between pro- and anti-angiogenic factors (such as
VEGE, PDGE, and TSP-1/2) coordinates angiogenesis and other neovascularization mechanisms
such as intussusceptive angiogenesis, vasculogenesis, lymphangiogenesis, vessel co-option, and
vasculogenic mimicry (3-5).

Over the last few decades, the study of angiogenesis has helped researchers to understand
vascular physiology and its implications for several diseases. For instance, in atherosclerosis,
ischemia, and retinopathy, excessive or insufficient vascular growth can affect the behavior of
endothelial and smooth muscle cells (6, 7). Studies of the neovascularization processes have also
provided molecular targets for the development of therapies to delay cancer progression, since it is
well-known that angiogenesis is an essential process that is altered in tumors (8).

Nowadays, the study of the molecular mechanisms involved in angiogenesis is being built on
different experimental approaches, such as cell migration, proliferation, and metabolic assays or
histological and tri-dimensional models, that approach specific stages of angiogenesis; however,
only pieces of the puzzle have been elucidated (9). With advances in high-throughput genomic
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technologies such as microarrays, next-generation sequencing
(NGS), and bioinformatic analyses, a genome-wide perspective
of the elements involved in the angiogenic process is now being
taken. Some of the newest players revealed by these approaches
are non-coding RNAs (ncRNAs), which have gained relevance
in the field of epigenetics (10-12). Therefore, in this review, we
will describe the epigenetic regulatory functions of ncRNAs in
physiological angiogenesis and vascular diseases, as well as the
contribution of NGS technologies to the discovery of new roles
for ncRNAs that are associated with angiogenesis.

AN OVERVIEW OF EPIGENETICS

In 1939, the term “epigenetics” was coined by Conrad Hal
Waddington (13). Today, one of the most accepted definitions
of the term explains that “epigenetics is the study of the
heritable changes in gene expression that cannot be explained
by alterations in the DNA sequence” (14). Among the epigenetic
components that coordinate nucleus organization and gene
transcription are DNA methylation, histone post-translational
modifications (PTMs), and histone positioning, but recently,
ncRNAs have been incorporated as epigenetic modifiers, because
many of these can function as scaffolding elements to transport
proteins with epigenetic functions (15). Each of these processes
is stimulated by the signals derived from a dynamic epigenetic
code that is established on the chromatin depending on the
physiological and extracellular context. The writers, readers,
and erasers of this code are proteins that place, recognize,
or remove chemical modifications of DNA nucleotides and
within the amino-terminal regions of histones. Most chromatin
“writers” are methyltransferases that catalyze the transfer of
methyl groups. DNA methylation occurs predominantly in
regions enriched in CpG sites. The occurrence of methylation at
the promoter regions of genes is associated with gene silencing.
PTMs alter the regulation of gene transcription by changing the
structure of chromatin depending on the particular residue that
is modified (16, 17). The “readers” are proteins that recognize and
associate with the epigenetic modifications, interpret them, and,
in many cases, promote the assembly of protein complexes. The
erasers remove the modifications and, therefore, alter signaling

Abbreviations: BDNF, Brain-Derived Neurotrophic Factor; BRG1, Brahma
related gene-1; CAD, Coronary Artery Disease; circRNA, circular RNAs; DEGs,
Differentially Expressed Genes; DNMT, DNA methyltransferase; EIciRNAs, Exon-
intron circular RNAs; EPCs, Endothelial Progenitor Cells; EZH2, Enhancer
of Zeste Homolog 2; GRO-Seq, Global run-on sequencing; HDAC, Histone
deacetylase; HDL, High-density lipoprotein; HF, Heart Failure; HIF1, Hypoxia
Inducible Factors 1; HUVEC, Human Umbilical Vein Endothelial Cells; IH,
Infantile hemangioma; lincRNAs, intergenic IncRNAs; IncRNAs, long non-
coding RNAs; LOXL2, Lysyl oxidase-like 2; MeCP2, Methyl-CpG-binding protein
2; miRNAs, microRNAs; MMP, Matrix metalloproteinase; mRNA, messenger
RNA; ncRNAs, non—coding RNAs; NGS, Next-Generation Sequencing; PB-
EPCs, Peripheral Blood EPCs; PRC, Polycomb Repressive Complex; pre-miRNA,
precursor hairpin miRNA; REST, Repressor Element-1 Silencing Transcription;
RNA-seq, RNA sequencing; SIRT1, NAD-dependent deacetylase sirtuinl; smRNA-
seq, small RNA-seq; SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms; SUZ12, Suppressor
of Zeste 12 Protein Homolog 2; TE, Transcription Factor; TGF-B, Transforming
Growth Factor; TSS, Transcription Start Sites; UC-EPCs, Umbilical Cord EPCs;
UHRFI, E3 ubiquitin ligase with PHD and RING finger domain 1; VASH1,
Angiogenesis inhibitor vasohibin 1; VEGE, Vascular Endothelial Growth Factor.

components that contribute to the regulation of gene expression.
Recently, it has been reported that ncRNAs can mediate
the binding of epigenetic proteins to their target sequences.
Though they do not function alone as “classic” epigenetic
modifiers, they play a vital role in both the recruitment and
transcriptional regulation of epigenetic modifiers (18). In fact,
multiple chromatin-remodeling enzymes have been shown to
directly contact ncRNAs, including Enhancer of Zeste Homolog
2 (EZH2) and Suppressor of Zeste 12 Protein Homolog (SUZ12)
(writer and eraser within the Polycomb repressive complex
2/PRC2, respectively), and nuclear architectural proteins like Yin
Yang 1 and CTCF, among others (19-22). The incorporation
of ncRNAs as epigenetic elements has opened up new fields of
study in which they have been shown to regulate gene expression.
In the following pages, we will provide an overview of the
ncRNAs involved in angiogenesis, focusing on those involved in
epigenetic processes.

MiRNAs AND THEIR EPIGENETIC
TARGETS IN NEOVASCULARIZATION AND
ANGIOGENIC PROCESSES

MicroRNAs (miRNAs) are short ncRNAs with a length of 19-
23 nucleotides that are conserved in animals, plants, and some
viruses (23-25). MiRNAs are transcribed as long pri-microRNAs
(pri-miRNA) and are subsequently processed to ~70-nucleotide
precursor hairpins (pre-miRNA) by the RNase Drosha (26). Pre-
miRNAs are then exported to the cytoplasm and recognized
by the RNase DICER, which removes the loop linking the 3’
and 5’ ends of the hairpin, producing a ~20-nucleotide miRNA
duplex (27). Later, one of these strands is fused into the RNA
Induced Silencing Complex (RISC), where both the miRNA and
its messenger RNA (mRNA) target interact (28).

MiRNAs have two main functions: post-transcriptional gene
regulation and RNA silencing. They act by pairing bases with a
complementary sequence located in the 3'UTR region of target
mRNA (29, 30). Consequently, these mRNAs are regulated by
one or more mechanisms that include the inhibition of mRNA
translation to proteins by ribosomes and by mRNA strand
cleavage into two fragments and poly(A) tail shortening that
results in mRNA disruption (29, 31). In the last 10 years, the
field of miRNA biology has ignited, revealing amazing functions
in angiogenesis. These miRNAs have been termed angiomiRs,
and they target key angiogenesis molecular drivers, such as
metalloproteinases, hypoxia inducible factor 1 (HIF1), cytokines,
and growth factors, such as EGFL7, FGF11, PDGFRB, and the
vascular endothelial growth factor (VEGF) family (32-34).

MiRNAs are not considered epigenetic components, but
some of them are modulated by epigenetic mechanisms. This
mainly affects their regulatory region through the incorporation
of DNA methylation, repressive histone marks, or the loss
of transcriptional factors, as has been reported for miR-125b1
and miR-124 (35, 36). Others, known as Epi-miRNAs, can
also regulate the gene expression of epigenetic elements, DNA
methyltransferases (DNMT5) (such as miR-152, miR-30, and
miR-148a/b), histone deacetylases (HDACs) (such as miR-140,
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miR-1, and miR-449a), and the Polycomb Group of genes (such
as miR-101 and miR-26a) (37-44), and some of them have been
considered angiomiRs (39, 40). MiRNAs and their identified
epigenetic targets in angiogenesis are listed in Table 1.

MiR-30a-3p

Transforming Growth Factor (TGF-p) is a relevant cytokine that
functions in the process of vascular homeostasis and is involved
in the vascular development of endothelial cells. It has been
reported that the administration of TGF-p to endothelial cells
leads to decreased miR-30a-3p expression. The absence of this
microRNA results in increased levels of methyl-CpG-binding
protein 2 (MeCP2), a protein associated with silencing of SIRTI
(45). SIRT1 is necessary for the migration of endothelial cells
to occur throughout sprouting angiogenesis, and the loss of this
enzyme induces abnormal angiogenesis in vivo (52). Conversely,
increased levels of miR-30a-3p expression lead to the activation of
SIRT1 expression (Figure 1A). Further experiments revealed that
MeCP2 enhanced the methylation status of the SIRT1 promoter,
probably by DNMT1 recruitment, leading to a reduction in
SIRT1 expression and endothelial angiogenic defects (53).

MiR-101

The microRNA miR-101 acts as a tumor suppressor, promoting
apoptosis and inhibiting cell proliferation, angiogenesis,
invasion, and metastasis. MiR-101 performs its regulatory
functions by targeting an abundant range of epigenetic molecular
effectors, such as DNMT3A, EZH2, and HDAC9 (54, 55). In
endothelial cells, high levels of VEGF are associated with the
downregulation of miR-101, allowing an increase in EZH2 (46).
EZH2 is associated with the formation of heterochromatin
and can affect multiple target genes such as Vasohibin 1
(VASH1), which functions as a negative feedback modulator of
angiogenesis in vascular endothelial cells (56, 57) (Figure 1B).
The overexpression miR-101 leads to EZH2 repression and
the activation of VASHI transcription. This evidence, taken
together, suggests that miR-101 is involved in multiple processes
such as cellular growth attenuation, migration, and invasion
mechanisms and the ability of endothelial cells to form
capillary-like structures in glioblastomas (47).

MiR-20a

MiR-20a belongs to the miR-17-92 cluster and has been
linked to breast cancer cells with a high angiogenic profile.
High levels of miR-20a are correlated with complex vascular
structures and larger vessels, suggesting that miR-20a could be
used as a potential new angiogenic target (58). Additionally,
overexpression of miR-20a affects the mRNA stability of the
lysine acetyltransferase, p300. In mouse myocardium cells, p300
is a key factor that regulates angiogenic and hypertrophic
programs, influencing the expression of many related genes,
such as Hif,1 Vegfc, Vegfa, Angptl, and Egln3. Interestingly, high
p300 levels induce an increase in the expression of miR-20a,
providing a feedback inhibition loop for p300 that prevents its
pro-angiogenic effects (48).

MiR-137

MiR-137 has a tumor suppressor gene function that has been
reported for several neoplasms (49, 59, 60). It was also reported
that this miRNA can inhibit angiogenesis and cell proliferation
by EZH2 downregulation in glioblastomas. Overexpression of
miR-137 reduces the mRNA and protein levels of EZH2, while
downregulation of miR-137 is associated with poor prognosis in
affected patients (49).

MiR-124

The miRNA miR-124 is highly conserved, from nematodes to
humans. Three human genes encoding miR-124 have previously
been characterized (miR124a-1, miR-124a-2, and miR-124a-
3) and the majority have been shown to be deregulated in
neoplasms (61). Also, it has been shown that expression of
miR-124 is elevated after treatment with certain drugs such as
niclosamide. In this case, it is associated with the inhibition of
vasculogenic mimicry formation, particularly by reducing levels
of phosphorylated STAT3 (62).

Some reports propose that miR-124 suppresses the E3
ubiquitin ligase with PHD and RING finger domain 1 (UHRFI)
expression, a factor involved in the recruitment of epigenetic
components in bladder cancer tissues. Also, UHRF1 is known to
enhance malignancy, inducing cellular proliferation, migration,
and angiogenesis (63). MiR-124 overexpression resulted in
UHRF1 suppression through the competitive binding of its 3’-
UTR region. In addition, miR-124 overexpression attenuated
tumor growth and cell proliferation in vivo and invasion,
migration, and vasculogenic mimicry in vitro. Further, it reduced
VEGF protein levels and levels of the matrix metalloproteinases
MMP-2 and MMP-9. A matrigel assay in a three-dimensional
culture revealed reductions in tubular channel formation
when miR-124 was over-expressed in bladder cancer cell
lines compared to the control group, suggesting that miR-124
indirectly regulates vasculogenic mimicry in bladder cancer (44).

MiR-214

Originating from intron 14 of the Dynamina-3 gene (DNM3),
the primary transcript of miR-214 produces four different
miRNAs (miR-199-3p, miR-199-5p, miR214-3p, and miR-214-5p)
(64). During the endothelial differentiation of embryonic stem
cells, the Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) promotes
angiogenesis, in vitro and in vivo, by increasing levels of miR-
214. The miR-214 inhibits EZH2 at the post-transcriptional level,
leading to reductions in EZH2 occupancy at the NOS3 promoter
(50). Also, miR-214 controls the BDNF-mediated upregulation
of neuropilin 1, VEGF-R, and Crk-associated substrate kinase
(50, 65). Thus, miR-214 is a downstream player within the BDNF
signaling pathway that regulates important angiogenic targets.

MiR-200b

miR-200b is part of the miR-200 family, which is organized into
two main groups according to seed sequence. The miRNAs of
group A are miR-141 and miR—200a, while the miRNAs in group
B are miR-200b, miR—200c, and miR—429 (66). Particularly,
miR-200b has been indicated to have a role in the process of
angiogenesis. Studies of malignant neoplasms demonstrated that
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TABLE 1 | Summary of MicroRNAs and their epigenetic targets in angiogenesis and vascular disease.

Common Function Mechanism Model or disease References

name

MiR-30a-3p Required for endothelial cell migration Base-pairing with matching Human umbilical vein endothelial cells (45)
during sprouting angiogenesis sequences within MeCP2 mRNA

MiR-101 Inhibitis celular proliferation, Base-pairing with matching Human brain microvascular (486, 47)
migration, invasion and atenuates sequences within EZH2 mRNA endothelial cells and glioblastoma
formation of capillary-like structures

MiR20-a Inhibits angiogenic and hypertrophic Base-pairing with matching Mouse myocardium (48)
programs sequences within p300 mRNA

MiR-137 Inhibits celular proliferation and Base-pairing with matching Glioblastoma and xenografts of (49)
angiogenesis sequences within EZH2 mRNA severe combined immunodeficiency

mice

MiR-124 Inhibitis celular proliferation, Base-pairing with matching Bladder cancer (44)
migration, invasion and formation of sequences within UHRFT mRNA
capillary-like structures

MiR-214 Promote angiogenesis and Base-pairing with matching Embryonic stem cells (50)
endothelial differentiation sequences within EZH2 mRNA

MiR-200b Inhibits the formation of capillary-like Posibly base-pairing with matching Diabetic retinopathy (51)
structures sequences within p300 mRNA

miR-200b controls the epithelial to mesenchymal transition by
downregulating p300 (67-70). In addition, p300 activates HIFI,
which is a transcriptional regulator of VEGF-A, and triggers
the development of abundant blood vessels (71-73). Since miR-
200b negatively regulates p300, this miRNA has antiangiogenic
properties (51).

In sum, these studies suggest that miRNAs have the capacity
to indirectly affect epigenetic pathways in endothelial cells and
influence the angiogenic response. This opens up the possibility
of considering miRNAs as therapeutic targets or biomarkers,
an exciting prospect since therapies for both vascular diseases
and cancer are needed. In several diseases, miRNAs have
proven to be excellent biomarkers as a result of their high
circulating levels. Indeed, analysis of oncogenic and suppressor
miRNAs that are found in primary tumors against non-neoplastic
cells revealed exosome-mediated sorting mechanisms related
to cancer progression (74, 75). It is unknown whether similar
mechanisms could be utilized by Epi-miRNAs during the
evolution of vascular diseases. Recently, the attention of the
scientific community has been focused on other, widely-studied
ncRNAs known as long non-coding RNAs (IncRNAs), which
have master regulatory functions in angiogenesis.

LONG NON-CODING RNAs AS
SCAFFOLDS FOR EPIGENETIC PARTNERS
IN NEOVASCULARIZATION

LncRNAs are all ncRNAs larger than 200 nucleotides and are
classified according to their proximity to protein-coding genes as
intergenic, intronic, bidirectional, sense, and antisense IncRNAs.
Massive analyses have revealed that IncRNAs are originated using
the same mechanisms as protein-coding genes; however, contrary
to protein-coding genes, IncRNAs show a preference for having

two-exon transcripts, and most of them lack any protein coding-
potential. Also, IncRNAs show tissue-specific expression patterns
and are predominantly located in the nucleus rather than the
cytoplasm. In fact, there are several lines of evidence that suggest
that IncRNAs are significantly more enriched in chromatin than
miRNAs (76).

LncRNAs can indirectly modulate DNA methylation at
CpG sites, which in turn regulates gene transcription. For
example, Tsix recruits DNMT3a to methylate and silence the
XIST promoter. XIST is an important effector involved in the
inactivation of the X chromosome (77). Likewise, the IncRNA
Kcnglotl recruits the de novo DNA demethylase DNMT1 to
control the methylation status of ubiquitously imprinted genes
during mouse development (78). LncRNAs can act as guides or
scaffolds, facilitating interaction between several proteins, such as
those that are part of chromatin-modifying complexes, causing
gene activation or repression, depending on the interaction
partners involved (79, 80). The polycomb repressive complexes
PRC1 and PRC2, the transcriptional repressor element-1
silencing transcription factor REST, its cofactor (REST/CoREST),
other epigenetic components like the mixed lineage leukemia
protein and the H3K9 methyltransferase G9a, physically interact
with IncRNAs (78, 80, 81). In addition, many IncRNAs such as
HOTAIR, Xist, Kcnqlotl, and Breaveheart interact with PRC2,
implying that these ncRNAs play a role in recruiting this complex
through its subunits (EZH2, SUZ12, EED, RBBP4, and AEBP2) or
through a bridging protein (such as JARID2) to their target genes
(82, 83). Likewise, the expression of many angiogenesis-related
genes involved in the VEGF signaling pathway is regulated
through IncRNAs (such as H19, MEG3, and HOTAIR), and
recently, researchers discovered that some of them perform
their regulatory function by influencing the expression and
activity of several epigenetic modulators (20, 22). LncRNAs
and their identified epigenetic targets in angiogenesis are listed
in Table 2.
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FIGURE 1 | The chromatin regulatory role of non-coding RNAs in angiogenesis. The miRNAs can interfere with the expression of key epigenetic players, leading to the
(A) induction or (B) inhibition of angiogenesis. The IncRNAs regulate (C) the activity and (D) recruitment of chromatin-modifying complexes. MiRNAs are represented

MANTIS

MANTIS is a recently discovered IncRNA required for
endothelial cell function and proper angiogenesis. MANTIS is
induced in the endothelium of glioblastoma tumors and is
overexpressed during vascular regeneration in atherosclerosis
regression. It alters angiogenic sprouting, tube formation, and
epithelial cell migration. Loss of MANTIS expression is reported
during pulmonary arterial hypertension, and its downregulation
also led to the reduced expression of many angiogenesis-related
mRNAs (80).

In endothelial cells, MANTIS is upregulated following the
knockdown of the histone demethylase JARID1B. JARID1B
loss triggers increased H3K4me3 levels at transcription start
sites (TSS) of the MANTIS gene, facilitating gene expression.
Interestingly, in patients with idiopathic pulmonary arterial
hypertension, a disease characterized by endothelial dysfunction,
MANTIS expression is downregulated, while JARID1B is
upregulated (80).

Novel studies have revealed that MANTIS functions as a
scaffold and regulates the activity of Brahma related gene-
1 (BRG1), the catalytic subunit of the SWI/SNF chromatin
remodeling complex. The MANTIS-BRGI interaction allows for
increased binding of BAF155, which is a core component of
the SWI/SNF complex, enhancing BRG1 ATPase activity and
chromatin relaxation at the TSS of the transcription factor
COUP-TFII, which, in turn, recruits RNA Pol II binding and
transcription of the pro-angiogenic genes SOX18 and SMADS.
The knockdown of MANTIS reduces BRG1 ATPase activity (80)

(Figure 1C).

ANRIL

ANRIL is an antisense IncRNA from the INK4 locus. It encodes
two cyclin-dependent kinase inhibitors, p15 (INK4b) and p16
(INK4a), and a protein known as ARF. All of the genes
cooperate in tumor suppressor networks. When these genes are
silenced, proatherosclerotic cellular mechanisms are enhanced,
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TABLE 2 | Summary of IncRNAs and their epigenetic targets in angiogenesis and vascular disease.

C ] Function Mechanism Model or disease References
name
MANTIS Promotes angiogenic sprouting and Interplay with BRG1 and favors Human umbilical vein endothelial cells, (80)
proper endothelial function ATPase activity in chromatin glioblastoma, atherosclerosis, and idiopathic
remodeling pulmonary, arterial hypertension
ANRIL Induces the formation of capillary-like Recruitment of EZH2 and p300 to the Diabetic retinopathy (84)
structures VEGF promoter
GATAB-AS Promotes angiogenic sprouting Binds to LOXL2 and regulates H3K4 Human endothelial cell-based xenograft model (85)

trimethylation of angiogenesis- and

hypoxia-related genes

such as increased adhesion and diminished apoptosis (86). In
fact, ANRIL expression is correlated with the risk of some
vascular diseases such as coronary atherosclerosis and carotid
arteriosclerosis (87).

It has been shown that ANRIL recruits PRC2 or PRCI to
different target genes by directly interacting with their subunits
EZH2, SUZ12, and CBX7 (86, 88, 89). In a diabetic retinopathy
cellular model, high glucose levels upregulated ANRIL and
VEGEF expression. In turn, ANRIL positively regulated EZH2,
EED, and p300 levels. Furthermore, ANRIL recruits EZH2
and histone acetyl-transferase p300 to the VEGF promoter,
enhancing its expression and angiogenic effects. It was shown
that ANRIL silencing prevented the formation of capillary-
like structures in spite of the angiogenic influence of high
glucose levels (84) (Figure 1D). Moreover, ANRIL silencing
also promoted miR-200b expression, a previously described
miRNA that has been shown to be involved in regulating
VEGE (90).

GATA6-AS

GATAG6-AS is the hypoxia-regulated long non-coding antisense
transcript of GATA6 and promotes angiogenesis by negatively
regulating lysyl oxidase-like 2 (LOXL2). LOXL2 catalyzes
the oxidative deamination of lysines and hydroxylysines,
which results in the generation of non-methylated H3K4 and
gene silencing. Thus, GATA6-AS silencing leads to increased
LOXL2 activity and transcriptional repression. In the nucleus,
the physical interaction between GATA6-AS and LOXL2
positively regulates the expression of several angiogenesis- and
hypoxia-related genes, such as periostin and cyclooxygenase-
2. It has been shown that GATA6-AS silencing in epithelial
cells significantly prevented TGF-B2-induced endothelial to
mesenchymal transition and augmented angiogenic sprouting in
xenograft models in vivo (85).

Like epi-miRNAs, the epi-IncRNAs are excellent candidates
biomarkers due to their easy collection and tissue specificity.
Although there are few examples of epi-IncRNAs in angiogenesis,
the implications behind these interactions provide an interesting
view of the mechanisms in which IncRNAs regulate not only the
recruitment but also the activity of chromatin modifiers. Another
layer of complexity is added if we consider that IncRNAs have
many alternative splice forms, including the non-linear, circular
RNAs (circRNAs).

CIRCULAR RNAs IN
NEOVASCULARIZATION

Circular RNAs (circRNA) are single-stranded RNAs that are
widely conserved in all life domains and form a covalent closed
loop (91). The discovery of this type of RNA has occurred fairly
recently, and before their discovery, the RNAs were considered
the result of errors within the process of gene transcription. These
circRNAs are produced by a back-splicing process of pre-mRNA,
in which a downstream splice donor is linked to an upstream
acceptor (92, 93). The splice forms can circularize from exonic,
intronic, or a combination of both regions (EIciRNAs) (94).

In cancer-derived cell lines, it has been reported that changes
in DNMTs and the hypermethylation of the CpG islands of
some genes that host circRNA can induce gene silencing of both
linear RNA and circRNA, suggesting an epigenetic mechanism
that produces two molecular “hits” (95). Because circRNA lack
5" and 3’ ends, these cannot be degraded by exoribonucleases.
Instead, circRNA levels may be regulated by endonucleases
and exosomal deportation (96). These molecules are stable,
abundant and specific to certain cell types, having distinct
transcriptional patterns for specific tissues and multiple isoforms
in eukaryotic cells (97). CircRNAs have been linked to different
biological processes, including cell proliferation, senescence, and
apoptosis, among others. The study of circRNA has increased in
recent years, since they have been shown to be related to both
physiological and pathological processes (98). In fact, circRNAs
have been proposed as potential biomarkers for neurological
disorders, infectious diseases, cancer, and preeclampsia as a result
of their availability in circulating body fluids (99-102).

The circRNAs have transcriptional and post-transcriptional
regulatory functions. EIciRNAs such as EIF3] associate with
ribonucleoproteins like Ul and the Pol II at the promoters
of their parental genes to enhance their own expression (94).
Similar to EIciRNAs, some circRNAs (such as ciANKRD52) can
positively regulate their own expression through interaction with
the Pol II complex (103). Other circRNAs regulate alternative
splicing or serve as sponges to bind, store, or sequester miRNAs
and other protein complexes containing transcription factors and
RNA binding proteins (94, 104, 105). Due to the ability of cirRNA
to bind to miRNAs, they have been referred to as miRNA sponges
(106). Despite their recent discovery, some evidence suggests that
circRNAs are implicated in angiogenesis (e.g., circRNA-MYLK)
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and many cardiovascular diseases, such as atherosclerosis (e.g.,
circR-284), myocardial infarction (e.g., ciRS-7), and coronary
artery disease (CAD) (e.g., circ_0124644), among others (107,
108). However, to our knowledge, no study has shown that
circRNAs have an epigenetic regulatory role in angiogenesis.
Similar to the IncRNA ANRIL, a circularized and anti-sense
splice variant of the INK4/ARF locus (cANRIL) has been
associated with atherosclerotic vascular disease (109). Moreover,
in the cytoplasm, the binding of circANRIL to the rRNA-
processing machinery impairs its function and causes nucleolar
fragmentation and stress signaling (110). These findings suggest
that, just like their longer-sized isoform, the variant cANRIL may
have a role in the epigenetic regulation of vascular disease.

The study of ncRNA has opened up a new research field,
and this has been extended to the genome scale. This type of
experimental approach has become common practice in both the
research laboratory and at the clinical level. Therefore, along with
a growing array of genomic analysis machinery, bioinformatics
platforms have also been developed, thus generating a new set of
tools for the study and analysis of ncRNA.

CONTRIBUTION OF NGS TECHNOLOGIES
TO THE DISCOVERY OF NEW ncRNAs

In recent years, increasing quantities of data have been obtained
from NGS technologies such as mass RNA sequencing (RNA-
seq), small RNA-seq (smRNA-seq), and single-cell RNA-seq,
among others. These technologies have revealed that the human
genome encodes for more than 90,000 non-coding RNAs and
that these play an important role in several diseases (111). Using
publicly available genomic information, it is now possible to
discover and characterize novel disease-associated ncRNAs. In
the next section, we will describe some of the key discoveries that
have been made thanks to NGS data, in which ncRNAs are shown
to have roles in angiogenesis and neovascularization processes.

The study of the ncRNAs involved in molecular processes
associated with neovascularization and angiogenesis in several
diseases can be carried out by using RNA-seq approaches,
especially where angiogenesis or neovascularization is one of
the causes, risk factors, or consequences of the disorders. Some
of the diseases studied in this manner have been ischemia
stroke, CAD, hemangioma, and heart failure (HF). Furthermore,
angiogenesis and neovascularization are strongly related to
endothelial functioning and the transcriptional programming
of endothelial progenitor cells (EPCs). Thus, the study of the
molecular mechanisms involved in the regulation of EPCs is
of great interest. Nevertheless, only a few studies have been
conducted on human umbilical vein endothelial cells (HUVEC)
or other endothelial models to understand the role of ncRNAs
using NGS technologies. In this section, we will provide a
compilation of some studies aiming to identify or characterize
ncRNAs involved in vascular processes.

First, in 2012 Cheng et al. performed smRNA-seq on
umbilical cord blood EPCs (UC-EPCs), which was known for
its enrichment in EPCs, and compared the expression profiles

against EPCs derived from peripheral blood in adults (PB-
EPCs) to understand the underlying mechanisms involved the
functional differences between these two models. They identified
specific patterns of miRNAs (miRNome) in UC-EPCs and PB-
EPCs in which 54 miRNAs were overexpressed in UC-EPC and
50 miRNAs were overexpressed in PB-EPCs. For instance, UC-
EPCs expressed miRNAs involved in angiogenesis such as miR-31
and mir-18a, while PB-EPCs are enriched in tumor-suppressive
miRNA expression such as that of miR-10a and mir-26a (112).

A study performed by Wang and colleagues in 2014 revealed
that there was cooperation between VEGF and miRNAs in CAD
progression. They performed smRNA-seq and identified EPC-
specific miRNome that was related to angiogenic processes,
which suggests that miRNAs in EPCs with a poor capacity
to enhance angiogenesis might have higher levels of miRNAs
targeting VEGF. Indeed, they identified anti-VEGF miRNAs such
as miR-361-5p that were enriched in EPCs and in the plasma of
patients with CAD (113).

Also, atherosclerosis appears to be one of the factors leading
to CAD. In 2018, Mao and colleagues conducted a study
to identify miRNAs linked with carotid atherosclerosis. They
performed a differential expression analysis to identify genes
that were specifically associated with either primary or advanced
atherosclerotic plaque tissues. Using public databases, they
predicted 23 miRNAs that targeted the differentially expressed
genes, such as miR-126, miR-155, miR-19A, and miR-19B,
which can play a regulating role in neovascularization and
angiogenesis (114).

Furthermore, a study from Liu et al. (115) identified
differentially expressed ncRNAs that were predicted to be
involved in the regulation of high-density lipoprotein (HDL)
metabolism, the deregulation of which is believed to be one of
the main causes of CAD. To this end, they treated HUVEC cells
with HDL from healthy subjects and patients with CAD and
hypercholesterolemia. After RNA-seq analysis, 41 ncRNAs were
identified, and researchers were able to show that the ncRNAs,
along with protein-coding genes such as DGKA and UBE2V1,
have critical functions in vascular cells (115).

Additionally, it is well-known that endothelial cell
metabolism is sensitive to hypoxia, which is an adverse
effect of atherosclerotic lesions in humans. In 2018, Moreau et al.
investigated the IncRNA profiles of HUVEC cells using global
run-on sequencing (GRO-Seq). GRO-seq is a sequencing method
that measures active transcription, identifying newly synthetized
RNA, and providing sufficient resolution to map the position and
orientation of transcripts detected. This group aimed to discover
changes in the expression patterns of IncRNAs in HUVEC cells
exposed to hypoxia and demonstrated that hypoxia affects the
transcription of ~1,800 IncRNAs. Among the most relevant
IncRNAs identified were MALAT1, HYMAI, LOC730101,
KIAA1656, and LOC339803, which were differentially expressed
in human atherosclerotic lesions compared to normal vascular
tissue (116).

In contrast, heart and circulatory system diseases often involve
changes in vascular smooth muscle or cardiac cells. In 2018,
Cheng et al. used RNA-seq to identify circRNAs in human aortic
valves. They recognized 1,412 specific circRNAs, most of which
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originated from exons of their host genes. Furthermore, after
performing a gene ontology enrichment analysis, they found
that the host genes were associated with pathways regulating
aortic valve function (ECM-receptor interaction pathway, ErbB
signaling pathway, and vascular smooth muscle contraction
pathway) (117). In addition, Bell et al. identified novel IncRNAs
in human vascular smooth muscle cells in 2014. This work
expanded our knowledge of the relevance of IncRNAs in the
control of smooth muscle cells. The researchers performed an
RNA-seq experiment examining expression patterns in human
coronary artery smooth muscle cells. Their analysis revealed
31 novel IncRNAs. They discovered and characterized a novel
vascular cell-enriched IncRNA that they named SENCR. They
performed RNA-seq after knockdown of SENCR and observed
that expression of Myocardin and genes involved in the
contraction of smooth muscle were reduced, while expression
of other promigratory genes was enhanced (118). These results
have enhanced our understanding of vascular cells and should
be further studied in order to discern IncRNAs in vascular
diseases. Finally, in 2015, Di Salvo et al. analyzed the expression
profiles of cells derived from 22 human hearts from patients
with Heart Failure (HF) vs. non-HF donor hearts. Initially, they
discovered 2,085 IncRNAs, and subsequent analyses revealed
48 differentially expressed IncRNAs in HF patients. Among
these, AP000783.2, RP11-403B2.6, and RP11-60A24.3 were
identified (119).

Angiogenesis and neovascularization processes affect the
prognosis of patients who have suffered from brain stroke
ischemia. Thus, the identification of ncRNAs involved in
these processes might be useful for their further use as drug
targets or biomarkers for the disease. Therefore, Zhang
et al. (120) aimed to uncover which ncRNAs have altered
expression profiles after cerebrovascular dysfunction in
ischemic stroke. Using bulk RNA-seq, they profiled IncRNA
signatures in primary brain microvascular endothelial cells
after oxygen-glucose deficiency. This approach allowed for
the identification of 362 differentially expressed IncRNAs.
The top three IncRNAs that were upregulated were Snhgl2,
Malatl, and Inc-OGD 1006, while the top three down-
regulated IncRNAs were 281008D09Rik, Pegl3, and Inc-OGD
3916 (120).

Another disease model that has been studied in order to
identify ncRNAs involved in angiogenesis and neovascularization
is infantile hemangioma (IH), which is a type of vascular tumor
in infants. Li et al. investigated whether ncRNAs have a role in
IH pathogenesis in 2018. The researchers used a bulk RNA-seq
approach to examine global ncRNAs expression profiles in IH
patients compared to their matched, normal-skin controls. In
this study, researchers identified 256 IncRNAs and 142 miRNAs
that were differentially expressed. They also found more than
a thousand sponge modulators involved in miRNA-, IncRNA-
, and mRNA-mediated interactions. These findings suggest
the presence of an endogenous ncRNA regulatory network
associated with the development of IH and other vascular
diseases (121).

Overall, the studies described above have shown that
NGS technologies can be very effective in identifying and

characterizing ncRNAs. This type of technology has helped
researchers to understand the regulatory role of ncRNAs in
angiogenic and neovascularization processes. However, studies
in this field are just emerging, and additional research will
be required to expand our knowledge and translated into
clinical use.

CURRENT APPROACHES USED TO
DISCOVER NEW ncRNAs

After the development of NGS technologies, ncRNAs have been
discovered, and multiple efforts have been made to organize,
collect, provide, and unify all available information regarding
ncRNAs so that it can be accessed by the research community.
Furthermore, new methods have developed to predict and
identify novel ncRNAs. Here we present some of the cutting-
edge bioinformatics approaches currently being used to study
ncRNAs and give some examples of how they are used in the
study of neovascularization processes (Figure 2). For a detailed
explanation, see the following reference (122).

Transcriptome-wide association studies can be performed
to identify expression-trait associations where ncRNAs might
be involved. This method can identify single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) located in transcribed regions of ncRNA
genes that can be related to a specific phenotype. A second
bioinformatic approach is the use of tools for the prediction of
primary, secondary, and tertiary ncRNA structures to obtain
information about their potential function. This method has
been used for circRNAs, smRNAs, and IncRNAs. The third
approach to studying ncRNAs is the use of biological networks.
These types of analyses enhance our understanding of the
function of ncRNAs by integrating expression, regulatory,
and protein-protein interaction networks. NcRNAs are highly
connected in these networks and can influence more than one
target gene in order to produce a specific phenotype. These
approaches can identify disease-specific regulatory modules
where ncRNAs play an important role (122).

Though the effective methods described above can be
used to discover and understand the biological functions of
ncRNAs, they have not been adequately exploited to reveal
the roles of ncRNAs in angiogenesis or neovascularization.
So far, only a few studies have used advanced bioinformatics
tools for this purpose. For example, in 2018, Li et al. detected
novel circRNAs related with IH using RNA-seq data. The
best experimental approach for the detection of circRNAs is
the use of deep sequencing of RNA treated with RNase R
(which leaves a circRNA-enriched sample). The availability of
tools to predict novel circRNAs from RNA-seq data is of
great value, given that RNA-seq data are much more highly
available (122). Thus, Li et al. used circRNAFinder, a tool
able to predict circRNAs from bulk RNA-seq experiments,
and identified 249 circRNA candidates differentially expressed
between IH and matched normal skin samples. The circRNAs
hsa_circRNA001885 and hsa_circRNA006612 where further
investigated by this group, providing novel insights about the
disease (123).
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As shown previously, the development of tools used to
predict and identify novel ncRNAs is invaluable. The increasing
number of RNA-seq experiments and access to databases
will increasingly facilitate the discovery of novel ncRNAs,
and the characterization of ncRNAs will become increasingly
straightforward. For instance, ANGIOGENES is a database that
has been created to store information related to angiogenic

experiments in endothelial cells. This allows for the in-silico
detection of genes expressed in several endothelial cell types
from different tissues. ANGIOGENES uses publicly-available
RNA-seq experiments and identifies endothelial cell-specific
ncRNAs in human, mouse, and zebrafish. The database facilitates
further analyses using GO enrichment terms and is available
online (124). In addition to ANGIOGENES, EndoDB is another

processes. It depicts experimental data obtained from RNA-seq  database that retrieves information about endothelial cells from

TABLE 3 | Databases and tools for the ncRNAs study.

Database ncRNAs Website Species

miRbase microRNAs http://www.mirbase.org/ All (128, 127)
NONCODE IncRNAs http://www.noncode.org/ All (111)
LNCipedia IncRNAs https://Incipedia.org/ Human (128)
LNCact IncRNAs http://biocc.hrbmu.edu.cn/LNCat/ Human (129)
TARGETRESOURCES
TarBase microRNAs http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/ Human/mouse, fruit fly, worm, and zebrafish (130)
miRTarBase microRNAs http://mirtarbase.mbe.nctu.edu.tw Human, mouse, virus (131)
miRGate microRNAs http://mirgate.bioinfo.cnio.es Human, rat, mouse (132)
miRASNP microRNAs http://mirdsnp.ccr.buffalo.edu Human (133)
TargetScan microRNAs http://www.targetscan.org/vert_72/ Human (134)
CSmiRTar microRNAs http://cosbi.ee.ncku.edu.tw/CSmiRTar/ Human, mouse (135)
MiRecords microRNAs http://c1.accurascience.com/miRecords/ Huma, rat, mouse, fly, worm, chicken (136)
miRSel microRNAs https://services.bio.ifi.Imu.de/mirsel/ Human, mouse (137)
miRWalk microRNAs http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/ Human, mouse (138)
miRPathDB microRNAs https://mpd.bioinf.uni-sb.de/ Human, mouse (139)
HOCTARdb microRNAs http://hoctar.tigem.it/ Human (140)
miRTar microRNAs http://mirtar.mbc.nctu.edu.tw/human/ Human (141)
miRDB microRNAs http://www.mirdb.org/ Human, rat, mouse, dog, chicken (142)
DIANA-LncBase microRNAs IncRNAs www.microrna.gr/LncBase Human, mouse (143)
LncRNA2Target IncRNAs http://123.59.132.21/Incrna2target Human, mouse (144)

bloodmiRs microRNAs http://134.245.63.235/ikmb-tools/bloodmiRs/ Human (145)
ExcelmiRDB microRNAs http://www.excellmirdb.brfjaisalmer.com/%27 % Human (146)
miRandola microRNAs http://mirandola.iit.cnr.it/ Human (147)
miREnvironment microRNAs http://www.cuilab.crn/miren Human (148)
HMED microRNAs http://bioinfo.life.hust.edu.crvsmalRNA/ Human (149)
DISEASE-RELATEDRESOURCES
dbDEMC microRNAs http://www.picb.ac.cn/doDEMC/ Human (150)
EpimiRBase microRNAs https://www.epimirbase.eu/ Human (151)
HMDD microRNAs http://www.cuilab.cn/hmdd Human (152)
OncomiRDB microRNAs http://lifeome.net/database/oncomirdb/ Human (153)
LncRNADisease IncRNAs http://www.cuilab.crvIncrnadisease Human (154)
Lnc2Cancer IncRNAs http://www.bio- bigdata.com/Inc2cancer/ Human (155)
INcRNASNP IncRNAs http://bicinfo.life.hust.edu.cn/InNcRNASNP/ Human (156)
LincSNP IncRNAs http://bioinfo.hrbmu.edu.cn/LincSNP/ Human (157)
OTHERRESOURCES
EpimiR microRNAs http://210.46.85.180:8080/EpimiR/ Human (158)
MirGeneDB microRNAs http://mirgenedb.org/ All (25)
miRBaseTracker microRNAs http://mirbasetracker.org/ All (127)
mirPub microRNAs http://www.microrna.gr/mirpub/ All (159)
mIiRNEST microRNAs http://rhesus.amu.edu.pl/mirnest/copy/ All (160)
miROrtho microRNAs http://cegg.unige.ch/mirortho All (161)
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different platforms for several species (125). Other databases are
available for the study of ncRNAs; nevertheless, these are not
specialized in angiogenesis or neovascular processes. Databases
and tools used for the study of ncRNAs are listed in Table 3.

We know that endothelial cells are heterogeneous; for
instance, they function differently depending on vessel type
(162). To uncover the molecular mechanisms controlling this
heterogeneity, single-cell RNA sequencing analyses (scRNA-seq)
have the potential to enhance our understanding of vascular
biology. ScRNA-seq is currently being used to study and
assess cellular heterogeneity. Particularly with respect to cancer
research, this approach has proved to be valuable (163-165);
nevertheless, its use in vascular research is just beginning.
Recently published studies have mostly focused on protein-
coding genes (166, 167). The participation of ncRNAs, along
with epigenetic factors, in regulating the metabolic activities
of endothelial cells from a single-cell perspective in vascular
development and diseases is not yet clear.

CONCLUDING REMARKS

ncRNAs comprise a new frontier in genetic regulation that
has impacts on several research areas. Undoubtedly, the study
of angiogenesis and neovascularization has been enhanced
through the integration of the study of ncRNAs and epigenetics.
Further, ncRNAs are involved in the regulation of several
angiogenic targets through epigenetic mechanisms. On the basis
of this relationship, a new field of opportunity has emerged
in which biomarkers and specific therapies may be identified
that can improve the treatment of different vascular diseases
and cancers. NGS platforms allow for the global analysis of
ncRNA expression and can be used to compare different
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Abstract.

Architectural proteins are essential epigenetic regulators of the chromatin
loop assemble and chromosomal arrangement in the nucleus. The displacement
or deficit in the levels of proteins like CTCF, the master weaver of the genome,
leads to serious embryonic defects and the development of diseases such as
cancer. Growing evidence point out the fact that the nuclear factor CTCF,
interplays with multiple protein partners, as well as its isoforms, its paralogous
protein BORIS and other chromatin-modifying elements related to the histone
and DNA demethylation. However, the mechanisms and outcomes underlying
these associations are still not clear. In this review, we will focus on the
interactions that have been reported between CTCF and DNA and histone
demethylases as new protein partners, and we will also discuss how CTCF can
influence their activity and recruitment to DNA.

Keywords: CTCF, Histone demethylases, DNA demethylases, TET, KDM.

Introduction.

Chromatin organization and gene expression within the nucleus are
coordinated by different epigenetic mechanisms that act in response to a dynamic
remodeling code. Although, part of the effort of many research groups has been
focused on the characterization and description of the epigenetic processes that
take place in the cell. However, the information about how these epigenetic
components are recruited to specific regions of the genome is limited. Some of
the proteins with epigenetic function lack DNA binding domains, thus the

mechanisms by which they are recruited to specific sites are poorly understood.
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Architectural proteins, such as CTCF, are the main actors in the
recruitment of different protein complexes to chromatin [1], acting as polyvalent
transcription factors [2]. The nuclear factor CTCF was originally characterized as
a transcriptional repressor [3]; however, later on, it was also found to act as a
transcriptional activator [4,5]. CTCF can bind to tens of thousands of genomic
sites, some of them are tissue-specific, and about 5,000 sites are ultra-conserved
among the species and tissues. The most conserved sites are usually located at
chromatin domain boundaries regulatory regions as enhancers and gene
promoters others lays within gene bodies [6—8]. When bound to these sites along
the genome, CTCF can depict several functions, such as insulator [9],
transcriptional pausing [10] and formation of chromatin loops in conjunction with
cohesin, among others [11]. One of the interrogators that remains open is how
can CTCF achieve different functions? The response to this question may lie in
the context-dependent interactions of CTCF with several protein partners. As an
example, CTCF can function as scaffold protein for tissue-specific transcriptional
activators, repressors, essential proteins such as cohesin, RNA polymerase |l
and chromatin remodeling enzymes, like histone deacetylases [10,12-16].
Recently, it has been reported that CTCF can interact with proteins that
participate in the demethylation of DNA and histones, opening a wide range of
CTCF functions similar to the swiss army knife [17—-20].

Histone and DNA demethylase enzymes remove the methyl group
attached covalently to DNA cytosines or lysins and arginines found in histone
proteins. It was long thought that DNA and histone methylation was a stable and
irreversible modification, but in 2004 the first histone lysine demethylase was

characterized and in 2009 the first DNA demethylase was discovered. To date,
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about ~20 histone demethylases and 3 DNA demethylases have been described
[21,22]. In vitro studies have shown that the simple binding of these enzymes to
their substrate is enough for a demethylation reaction, suggesting that these
enzymes must be finely controlled by regulatory mechanisms in order to prevent
aberrant demethylation [23—25]. This regulation can be carried out at different
stages like controlling their expression levels, their catalytic activity and it has
also been suggested that the recruitment mechanisms of demethylases have a
critical role in regulating these enzymes, however, it is not yet clearly understood
how the demethylases are directed towards specific sites in chromatin avoiding
aberrant demethylation [25]. One of the current proposals is that certain
transcriptional factors might be responsible for recruiting these epigenetic
components such as histone and DNA demethylases, where one of these factors
is CTCF. In this review, we will address the participation of histones and DNA
demethylases, CTCF isoforms and paralog proteins as new protein partners.
The protagonist: the architectonic factor CTCF.

The architectural protein CTCF is constituted by 727 amino acids and
contains a DNA-binding domain that is composed by 11 Zinc Fingers (ZF),
flanked by 10 amino acids at the C-terminal region and 267 amino acids at the
N-terminal region [26].

It was found that CTCF binds to three spaced repetitions of the sequence
the CCCTC, located upstream of the chicken c-myc promoter and therefore was
named CCCTC binding factor (CTCF) [3]. The CTCF binding motif contains a 12-
to-15 bp consensus sequence 5-NCA-NNA-G(G/A)N-GGC-(G/A)(C/G)(T/C)-3'
[27]. This binding sequence is recognized by CTCF using a combination of its 11

ZF motifs. CTCF binds to about 55,000 DNA sites in different cell types and in
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total 77,811 distinct binding sites across all the cell lineages. Furthermore, CTCF
can interact with itself and with cohesin to form chromatin loop structure, where
the amino-terminal region, the ZF1 and ZF2 of CTCF are indispensable for the
retention of cohesin. (Figure 1A) [11,28]. These types of interactions are highly
dynamic, where DNA methylation promotes the dissociation of CTCF [29,30].
CTCF’s ability to bind to several sequences is due to the use of different
combinations of its ZFs, because this peculiar characteristic, CTCF deserve the
status of a “multivalent protein” [4].

CTCF isoforms and CTCFL (BORIS) the paralog of CTCF.

The majority of the previous reports have been focused on the study of the
CTCF canonical isoform, but a recent study in 2019, revealed that a short isoform
of CTCF (CTCF-s) that lacks exons three and four (corresponding to ZF1 to ZF3),
can compete with the canonical CTCF binding site. Also, the binding of CTCF-s,
disrupts CTCF-cohesin binding leading to disturbance in chromatin loop
formation and disrupting the long-rage interaction between enhancers and
promoters (Figure 1B) [31]. A question that remains open is whether the lack of
ZF1 to ZF3 in the CTCF-s, affects its interaction with multiple proteins (Figure
1B).

Similarly, CTCF has a paralog gene called CTCF-Like (CTCFL), that
encodes a protein named BORIS (Brother of the Regulator of Imprinted Sites).
CTCF gene was proposed to have duplicated in early mammals, originating
CTCFL. This gene is normally expressed in testis and is overexpressed in some
cancer types, such as ovarian cancer [32,33]. CTCF and BORIS share a similar
11 ZF domain, which has as DNA binding capabilities, but different N- and C-

terminal domains. Due to their protein similarity, CTCF and BORIS can potentially
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bind to DNA with a similar sequence [34]; but unlike CTCF, which binds to Low
Methylated Regions (LMRs), BORIS binds to methylated DNA, suggesting that
BORIS may occupy DNA sites that CTCF is unable to bind 35. This proposes that
CTCF and BORIS compete for a subset of the genomic sites in cancer cells [35].
In this regard, it has been reported that CTCF and BORIS homodimer and
heterodimer occupancy at clustered CTCF binding motifs affects transcriptional
regulation and, potentially, the establishment of chromatin loops, since BORIS
alone is insufficient to recruit the cohesin complex, which is indispensable for the
chromatin loop formation [35,36]. In contrast, a recent report shows that BORIS
may mediate chromatin loops, which in turn leads to the recognition of super-
enhancers that drive the ectopic expression of several genes [37].

Together, the data above mentioned suggests that despite that CTCF and
BORIS have a very similar DNA binding sequence, DNA methylation status of
the consensus binding region could significantly affect which protein may be
recruited (Figure 1C).

Due to its multivalence properties and its great plasticity to bind countless
sequences, identifying and understanding the elements that lead to the different
functions of CTCF has been incredibly challenging. CTCF can be involved in
multiple gene regulation processes, such as repression, activation, insulating
function, alternative splicing and gene printing among others, due to its
association with other proteins, new CTCF functions will be discovered. These
interactions, in particular with DNA and histone demethylases, will be discussed
in the following sections.

CTCF functions.
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CTCF depicts different functions depending on the location of the binding
site and the epigenetic context. Among its known function are the 3D chromatin
organization, imprinting regulation, insulator protein and mRNA splicing.
Regarding the 3D chromatin structure, CTCF helps the establishment of
chromatin loops and also anchors DNA to cellular structures like the nuclear
lamina [38]. Also, CTCF defines the boundaries between euchromatic and
heterochromatic DNA. In genomic imprinting, CTCF has an essential role in
controlling the IGF2 (Insulin like Growth Factor 2) and the H79 genes [39,40].
Locally, CTCF can act as an protein insulator by blocking the contact between
enhancers and promoters, thus controlling the activity of enhancers of certain
domains. At genomic level, CTCF can participate in the formation of Topologically
Associating Domains (TADs) and also may act as a chromatin barrier by stopping
the spread of heterochromatic structures [41,42].

In addition to controlling the 3D chromatin structure and functioning as an
insulator, CTCF is also involved in alternative splicing, where CTCF bound
downstream of alternative exons promotes RNA Polymerase Il (RNAPII) pausing,
allowing the required temporal context for co-transcriptional spliceosome
assemble at weak upstream splice sites [10].

Part of the remaining questions is: How can CTCF achieve countless
functions, which are frequently seemingly unconnected. The response to this
query may lie in the context-dependent interactions of CTCF with several protein
partners.

CTCF and its partners: protein-protein interactions.
It is still unclear what determines which protein partner of CTCF is chosen

for each function, but numerous possibilities can be considered. One suggested
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mechanism is the combinatorial use of the 11 ZF to recognize and bind to a
variety of DNA sequences [43]; for instance, a study in 2013 revealed that ZF 4—
7 functions as an anchor to bind around eighty percent of the target sequences
that have the central motif, this study also found that unconserved flanking
sequences can be recognized by groups ZF 1-2 and ZF 8- 11, which helps to
stabilize the CTCF-DNA binding [44], as a consequence, the remaining free
(unbound) ZFs and the amino and carboxyl-terminal regions might serve as a
platform for interaction with other proteins (Figure 1B). A second probable
mechanism are the post-translational modifications of CTCF and/or the
partner’s,, which could be used as a protein code to a wide range of proteins that
depict different functions in different cellular conditions, where phosphorylation of
CTCEF alters its interaction with the partner protein, such as RNAPII [13].

CTCF physically binds to itself forming homodimers which cause the
bound DNA to form loops. This homodimerization is ZF-dependent, whereas the
association with other proteins depends on the remaining ZFs as well as the
amino and carboxyl termini regions (Figure 1A) [45-47].

Another well-described interaction is the association of cohesin to several
of the CTCF binding sites. In this case, CTCF serves as a guide or barricade
protein to help position a slipping cohesin molecule on the chromatin template
[16,52].

CTCF can accomplish several functions by sharing chromatin binding sites
and interacting directly or indirectly with many other proteins [7,47,53], among
these proteins are chromatin-associated proteins, like H2A.Z and Cohesins, DNA
binding proteins, like YY1 and Kaiso, miscellaneous proteins, like Lamin A and

RNA Polymerase 1l (RNAPII), and multifunctional proteins, like Poly (ADP-
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Ribose) Polymerase 1 (PARP1) enzyme, IPO13 and Nucleophosmine, but also
CTCEF can interact with its paralog protein, BORIS among several other proteins,
described in Table 1 (Figure 2A) [13,16,36,46,54-59].

Taken together, the previous data show that CTCF can interact with a wide
range of proteins; furthermore, the composition of these CTCF-protein complexes
leads to a different effect on gene transcription on a specific site of the genome.
Nevertheless, the interaction of CTCF with DNA and histones demethylases has
been poorly addressed, but some pieces of evidence show that CTCF can
interact with DNA and histone demethylases increasing its biological functions.
The histone lysine demethylases.

The methylation of histones can happen on arginine and lysine residues found
in the N-terminal region of histones. Arginine residues can be mono- or
dimethylated, this chemical modification is generally associated with
transcriptional activation [76,77]. In contrast, lysine residues can be mono-, di- or
trimethylated and are associated with either transcriptional activation or
repression, depending on the level of methylation and lysine location [78][78]. As
an example, di- and trimethylation at H3K4 is related to enhanced gene
expression; whereas trimethylation at H3K9 and H3K27 is associated to
transcriptional repression [79].

Previously, it was long thought that histone methylation was stable and
irreversible, since the half-lives of the canonical and methylated histones are very
similar; however, the search for proteins with the ability to demethylate
methylated lysine residues began in the 1960s and until now there have been
characterized more than 20 enzymes capable of removing this covalent

modification [80].
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In 1964, the Paik group reported an enzyme that could demethylate mono
and dimethylated lysines [81]. Years later the same research group partially
purified a protein that could demethylate histone residues [82,83]. However, the
molecular identity of this enzyme remained unclear for several decades. It was
not until 2004 that the Yang Shi group identified and characterized the first
histone lysine demethylase, LSD1 (Lysine Specific Demethylase 1A) [21], later
renamed KDM1A [84]. This enzyme removes the methyl group from lysins 4 and
9 of histone 3 (H3K4me2/1, H3K9me2/1) [21,85] by an oxidation reaction,
proposing that KDM1A is relevant in the dynamism of posttranslational
modifications of histones and, therefore, in gene transcription [21,86].

Currently, the methylation of the lysins found in the histones can be
actively removed by true histone demethylases that are classified depending on
the chemical mechanism of demethylation, into two families: the amine oxidase
and the oxygen, iron- and a-ketoglutarate dependent proteins [80].

The amino oxidase like family is composed by two members: KDM1A, the
first histone lysine demethylase described by Shi and cols. in 2004 [21] and the
KDM1B enzyme.

KDM1A demethylates H3K4me2, H3K4me1, H3K9me2, and H3K9me1;
therefore, it has a dual role as co-activator or as co-repressor. Additionally to
demethylating histone proteins, KDM1A also demethylates several non-histone
proteins like AGO2, DNMT1, E2F1, ERa, HIF-1a, HSP90, MEFD2, MYPT1, p53,
RB1 and STAT3 [87-90]. The non-histone demethylation activity of KDM1A has
different roles for example, when KDM1A demethylates STAT3 and p53 it
enhances their functional activity but it does not change their expression levels,

KDM1A stabilizes HIF-1, MEFD2 and E2F1, and on the contrary, this
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demethylase destabilizes MYPT1 [91]. The fact that KDM1A can demethylate
several non-histone substrates strongly suggests that this enzyme has
participation in different cellular processes like cell cycle progression and
apoptosis [92].

Regarding KDM1B, it demethylates H3K4me2 and H3K4me1, although
non-histone substrates for KDM1B have not yet been described. A study in 2015
found that KDM1B possesses a surprising ubiquitin ligase E3 activity. This
enzyme reduces lung cancer cell growth through the promotion of ubiquitylation
and subsequent degradation of OGT. This study redefined the functions of
KDM1B and uncovered a relationship among histone demethylation and
ubiquitin-dependent pathway [93]. Nevertheless, further research is required in
order to define the non-histone substrates and new roles for KDM1B [92].

The oxidase family, have a common amine oxidase-like domain and are
FAD-dependent enzymes. This family can remove mono- and dimethyl groups.
The catalytic site of these enzymes is located in the interphase of the FAD-
binding domain and the amine oxidase-like domain [94]. The amine oxidases
cannot demethylate trimethylated lysine, due to the FAD-dependent catalytic
mechanism [95,96][95,96].

The oxygenase family is the largest one, more than 20 JmjC (Jumoniji)
domain-containing enzymes have been described, and these are subclassified
depending on the substrate that they demethylate. Like the oxidase family, non-
histone substrates have been identified for some oxygenase enzymes, for
example KDM2A has been reported to demethylate the p65 subunit of the NF-kB
factor, this active demethylation inhibits NF-kB activity [97]. KDM3A has shown

to be able to remove the methyl group of p53-K372me1 and reduce its
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transcriptional activity [78]. Similarly, a study demonstrated that KDM4A, KDM4B
and KDM4C are able to demethylate in vitro non-histone peptides from CDYLA1,
CSB, G9a and WIZ proteins, proposing that these enzymes could possess an
extra demethylation role of non-histone substrates in vivo [98]. Several Jm|C
demethylases have many potentially non-histone substrates and it is important to
further investigate other non-histone-mediated pathways.

Unlike the oxidase family, the oxygen, iron- and o-ketoglutarate
dependent proteins act by a different reaction mechanism, this mechanism allows
the removal of a trimethylated modification, which cannot be performed by
KDM1A and KDM1B [94][99,100]. The a-ketoglutarate and iron- dependant
family also called as Jumoniji-type demethylases, belong to the cupin family of
oxygenases, these proteins enclose an Fe?* ion in their catalytic domain, and a
they also use a-ketoglutarate as co-substrate [94].

In vitro studies have shown that the simple interaction of histone
demethylases to their substrate is enough for the demethylation reaction to be
carried out [23,24], suggesting that these enzymes must be finely controlled by
regulatory mechanisms in vivo in order to prevent aberrant demethylation [25].
Histone Lysine Demethylase Regulation.

The group of Shi and colleagues proposes that the activity of
demethylases is regulated in a modular and step-wise way, involving protein-
protein interactions with DNA-binding factors, as well as other chromatin-
remodeling enzymes, the recognition chromatin environment by extra non-
enzymatic ‘reader’ domains that are present in the demethylases and/or their

related proteins [25,101].
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One mechanism of the regulation of KDMs is at gene expression level. In
fact, many demethylases present restricted patterns of embryonic and adult
expression [25,102,103].

Another mechanism for the regulation of demethylases is the control of
their catalytic activity [104—106]; the binding of several DNA-binding transcription
factors to these enzymes [85,107—-109] and its post-translational modifications
can diminish the demethylases specificity for their substrates, as well as their
catalytic activity [41,110].

Also, endogenous inhibitors like fumarate, oxaloacetate and succinate, as
well as exogenous inhibitors like 3,5-dimethoxyphenylacrylic acid, N-
oxalylglycine, QC6352 and PKF118-310, can affect the catalytic activity of the
histone demethylases enzymes [111-115].

Moreover, it has been suggested that the chromatin environment provides
certain selectivity to demethylases since it controls the accessibility of these
proteins to their target sites (Lan et al., 2008). And thus, the mechanisms of
demethylases recruitment to their target sites have a critical role in their
regulation; however, it is still not clearly understood how the demethylases are
directed towards specific chromatin sites and avoid aberrant demethylation [25].

Further, transcriptional factors have been proposed to play an important
role in mediating the recruitment of different epigenetic components such as
histone demethylases. One of the factors that have been associated is the
multivalent protein CTCF.

Lysine demethylases as new partners of CTCF.
Once in the cell, the KDMs activity needs to be efficiently directed to the

target chromatin. This targeting implies both the recognition of chromatin status
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by additional domains, "non-enzymatic readers” [101] present in demethylases
and/or their associated proteins, as well as possible associations with non-coding
RNAs, and also the specific recognition of a given locus (for example, of the
promoter elements). In this sense, the majority of the histone lysine demethylases
lack a DNA binding domain thus the recognition of a specific locus is mediated
by protein-protein interactions with DNA binding factors and other chromatin-
modifying enzymes. These inputs let a network-based evaluation of the
chromatin status and permit demethylases to function as bright tuners for
methylation state [25]. Until now, few studies have demonstrated the association
between CTCF and histone demethylases; only two KDMs partners have been
found. The first one was reported in 2014 by the Polyak group, they found by co-
immunoprecipitation, that CTCF formed a complex with the H3K4me3 and
H3K4me2 specific demethylase KDM5B [116]. Also, when conducting ChlIP-seq
assays, they discovered that KDM5B sites overlap with those of CTCF in most
mammary cancer cell lines, and this overlapping phenomenon correlates with a
lower H3K4me3 signal compared to those non-overlapping sites [18]. This
suggests that CTCF takes part in this fine-tuned regulation of KDM5B and the
regulation of basal/stem cell genes, like ACTG2, APOE, CTGF, FN1 and TGFf32,
among others. (Figure 2B).

Another CTCF histone demethylase partner is KDM4A. The first clue that
CTCF could be a KDM4A partner was reported in 2011 by the Kang group, they
performed transfection and immunofluorescence assays and observed that the
demethylation frequency of KDM4A was enhanced by the presence of CTCF
[117]. This study opened the window to another report in 2018, where our group

observed by co-immunoprecipitation, that CTCF and KDM4A form a protein
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complex; furthermore, they showed by ChIP-gPCR and ChIP-Re/ChIP-gPCR,
that CTCF and KDM4A coexist in the first intron of CHD5, the promoter of
WRAPS53, and the region located at -1922 bp of the ASCL2 TSS (Figure 2A). The
coexistence of CTCF and KDM4A correlates with the reduction of H3K36me3/2
histone modifications at the first intron of CHD5 and is associated with its
transcriptional downregulation. Furthermore, the CTCF or KDM4A depletion
mediated by siRNA, leads the CHD5 reactivation expression, proposing that both
proteins are involved in the negative regulation of this gene. Finally, they showed
that the knockout of KDM4A by CRISPR/Cas9 restored the expression of CHD5
and H3K36me3 and H3K36me2 histone marks, without disturbing CTCF
localization [20] (Figure 2B). Nevertheless, currently it is still unknown if this
complex is related to repression or activation of genome wide and if CTCF might
be also one of the key proteins driving the specificity of KDM4A.

To our knowledge, there are no studies evaluating the association
between CTCF and other histone demethylases. Nevertheless, ChlP-seq studies
show overlapping between KDM5A, KDM5C, KDM1A and CTCF, suggesting that
CTCF could be involved in their regulation; however further studies are required
to determine which is the participation of CTCF in the modulation of these
enzymes.

The TET enzymes.

DNA methylation is an epigenetic process involving a methyl group
transfer to the C5 position of the cytosine to form 5-methylcytosine (5mC) [118].
5mC can be found nearly completely within CpG dinucleotides in mammalian
somatic cells [119]. About 70—-80% of cytosines in CpG islands is methylated on

both strands in human somatic cells. In general, CpG methylation is very
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predominant in repetitive sequences and in gene bodies, but infrequent at CpG
islands within housekeeping promoters [119].

DNA methylation can have different functions; for example, the
methylation of promoters and enhancers is negatively correlated with
transcription [119,120]. DNA methylation is also involved in numerous other
essential processes, such as genomic imprinting, X chromosome inactivation,
retrotransposon elements suppression [119], and is essential for normal
development [121,122]. According to their functional importance, DNA
methylation patterns are not random, well-regulated and tissue- specific
[123,124].

Similarly to histones, DNA can be demethylated, this process can be
accomplished either passively, by simply not methylating the new DNA strand
after replication; or actively, by a replication-independent process that involves
the TET proteins coupled with the base excision repair (BER) pathway [125].

Two replication-independent (active) demethylation mechanisms have
been described that link the TET proteins activity with BER. The first mechanism,
involves TETs that oxidize 5hmC to produce 5fC and 5caC, which in turn can be
excised by TDG; their following replacement with a new non-methylated cytosine
results in demethylation [126—130].

The second mechanism, which includes AID (Activation-Induced cytidine
Deaminase) and APOBEC (Apolipoprotein B mRNA editing enzyme), is still
debatable and has been reported by one laboratory in transfected human cells
and in mouse brain [131,132]. They proposed that 5hmC is deaminated to 5-
hydroxyuracil (5hmU) by AID and APOBEC family enzymes, removed by SMUG1

(Single-strand selective Monofunctional Uracil DNA Glycosylase 1) or TDG
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glycosylases and ultimately replaced by cytosine. This sequential deamination
and removal of 5hmC is similar to the deamination of 5mC and the removal of the
resulting T:G mismatches by TDG, a mechanism previously proposed to occur in
zebrafish [133,134], human cancers [134], primordial germ cells [135] and fused
cells undergoing reprogramming [136]. In support of these mechanisms, TDG
can remove T:G mismatches and 5ShmU:G mismatches in vitro [132,137].
Synchronized fluctuations of DNA methylation, demethylation,
nucleosome positioning, and CTCF chromatin binding have an important role for
establishing cell-type—specific chromatin states during differentiation. A recent
study, attempted to elucidate the molecular mechanisms that link these
processes, they  performed a Double Knockout  (DKO)  of
the Tet1 and Tet2 dioxygenases in mouse Embryonic Stem Cells (MESC). They
determined the changes in DNA methylation, CTCF binding, nucleosome
positioning, and gene expression in DKO mESCs, and developed biophysical
models to foresee differential CTCF binding. They found that a quantity of CTCF
sites shown direct correlations with the CpG modification state: CTCF was
preferentially lost from sites that were marked with 5hmC in Wild Type (WT) cells
but not from 5fC-enriched sites. They also found that some CTCF sites function
as divergence or bifurcation points, and these points define the differential
methylation landscape. CTCF loss from; for example boundaries of chromatin
loops, promoters and TADs; was linked with DNA methylation and DNA
demethylation dissemination and can be related to down-regulation of adjacent
genes [138]. The results of the Teif group revealed a hierarchical interaction
among cytosine modifications, nucleosome positions, and DNA sequence that

controls differential CTCF binding and regulates gene expression. The Teif group
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results support another study that linked to the down-regulation of nearby super-
enhancers after the removal of cohesin [139].

In summary, DNA methylation is involved in vital processes of the cell and
it is also a dynamic mark that is highly regulated during different cell stages. One
of these mechanisms of regulation is active demethylation, which is performed
by TET enzymes.

The first evidences of the TETs discovery were in 2007, where, the
identification of the Trypanosoma cruzi enzymes JBP1 and JBP2, responsible of
gene silencing through hydroxylation and glycosylation of a thymine methyl group
(named as J Base) gave insights about the kind of “eraser” proteins in charge of
removing DNA methylation [140]. Therefore, in 2009, when looking for
mammalian homologs of the trypanosome thymidine hydroxylases, Tahiliani and
colleagues [22] identified three human TET proteins, TET1, TET2 and TET3, and
additionally revealed that TET1 can catalyze conversion of 5mC to 5hmC in
vitro and in cultured cells, and it was shown that the other two members TET2
and TET3, were also able to demethylate lysine residues [128]. In 2009,
additional base modifications were found, while comparing the abundance of
5mC in granulose and Purkinje cells a new modified nucleotide was discovered
to be enriched at the brain, the 5hmC [141]. It was though that 5hmC could alter
the local chromatin environment through the recruitment or displacement of
proteins that bind to it selectively [142]. Many CpG promoters contain 5hmC
around 500-2,000 bases upstream and downstream of the TSS, but not at the
TSS itself [143].

The TET protein family was first described when the TET7 gene was

identified as a fusion partner of the Mixed-Lineage Leukemia (MLL) gene in acute
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myeloid leukemia [144]. Nevertheless, TET proteins were not at a central stage
until they were found to oxidize 5mC to 5-hydroymethyl-cytosine (5hmC) as a
step of the DNA demethylation mechanism [22,145]. Subsequent reports
revealed that TET proteins further oxidize 5hmC to 5-formyl-cytosine (5fC) and
5-carboxyl-cytosine (5caC), which are removed through the Base Excision Repair
(BER) pathway, thereby finishing the demethylation process [127,128].

TET proteins have fundamental roles in epigenetic reprogramming,
embryogenesis, development, and tumorigenesis; it is well known that their
inactivation contributes to the DNA hypermethylation observed in cancer
[146,147]. All TET proteins contain a C-terminal catalytic domain made of a Cys-
rich region and a Double-Stranded B-Helix (DSBH) fold, characteristic of iron
(I/a-ketoglutarate Fe(ll)a-kg)-dependent dioxygenases. Additionally, TET1 and
TET3 contain an N-terminal CXXC ZF domain with high affinity for unmethylated
CpG dinucleotides [22,125]. In vertebrates, TET2 do not has the CXXC finger
domain because it experienced a chromosomal inversion event that detached
this domain as a separate gene, called IDAX (Inhibition of the Dishevelled and
Axin Complex) [148].

The TET proteins utilize a base-flipping mechanism to target the
methylated cytosine and acquire the necessary architecture for accommodating
5mC derivatives for chemical modification [149]. While, 5mC oxidation reaction
mechanisms by the TET enzymes is very similar to the demethylation processes
carried out by the Jumoniji C-containing proteins, like histone demethylases TET
proteins must be finely controlled by regulatory mechanisms.

TET enzymes regulation.
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The activity of TET demethylases is regulated by the availability of
substrates, cofactors (like Vitamin C) and the factors targeting the demethylation
machinery. Like other proteins, demethylases are subject to post-translational
modifications, such as ubiquitination, acetylation, phosphorylation, GIcNAcylation
and PARYylation or degradation [125].

The expression of TET proteins expression is strongly regulated at the
transcriptional level. For instance, in mESCs both Tet? and Tet2 genes are
positively regulated by Oct4, and their mRNA levels decline radically following
mESC differentiation. Differentially, Tet3 is significantly upregulated during
differentiation [150]. It has become very clear that, in addition to dynamic
transcriptional modulation, TET protein recruitment and activity are regulated at
several levels that together control the outcome on DNA methylation patterns.
The TET enzymes activity can be stimulated or inhibited in the presence of
different cofactors (like Vitamin C), metabolites and the factors targeting the
demethylation machinery. For example, in cancer, the aberrant accumulation of
2-hydroxyglutarate (2-HG), succinate, and fumarate inhibits TET protein
enzymatic [151,152]. In comparison, increasing levels of vitamin C has been
shown to stimulate TET protein enzymatic activity in cultured cells and mice
tissues [153—156]. Although the exact mechanism is unknown, it is probable that
vitamin C cooperates directly with TET the catalytic domain and allows a local
reducing environment which, in turn, increases recycling efficacy of the Fe(ll)
cofactor [156].

Furthermore, interaction with several binding partners both stably and
transiently is likely to alter the genomic location and stability of TET proteins

[157,158]. Apart from their catalytic activity regulation, TET1 and TET3 are more
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likely recruited to genomic target sites through direct binding of their respective
CXXC domains to DNA. In vitro binding assays and in vivo chromatin
immunoprecipitation assays confirm that these domains can bind CpG-rich
oligonucleotides with a slight preference for unmethylated versus methylated
substrates [147,159-162]. Furthermore, the detected enrichment of TET1 at CpG
islands may consequently reflect the higher number of potential binding sites in
these elements. TET1 has been shown to be related with distal regulatory
elements and genome-wide diffuse 5hmC deposition [163,164]; also, TET3-
mediated cytosine oxidation in the developing embryo happens at a wide range
of genomic components [158]. Therefore, the CXXC domain may be involved in
the recruitment of TET1 and TET3 to CpG sites regardless of local CpG density,
and this is consistent with a model in which TET proteins, such as DNMT, bind
along of the genome.

The recognition of unmethylated CpGls by the CXXC demethylases
domain is not the only mechanism to explain TET recruitment [160]; since the
active participation of an isoform lacking the CXXC and N-terminus domains
(Tet1s) and even the interaction between TET2 and IDAX point to the existence
of another TET recruitment interactions [165]. Some researchers inferred that
these domains facilitate but do not determine TET genomic localization as protein
partners could do [166].

In contrast to TET1 and TET3, the structure of TET2 does not expose any
obvious domains reported to bind directly to DNA, and it is therefore potentially
recruited to genomic DNA by a CXXC domain-independent mechanism
[165,167]. Considering the potential regulatory role of TET2 at distal regulatory

components, it is possible that TETZ2 recruitment can be facilitated through direct
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binding of DNA targeting partners. In fact it has been revealed, that the TET2
protein, both endogenous or overexpressed can bind tissue-specific TFs like
Early B cell factor 1 (EBF1) [168] and WT1 [169,170]. Dynamic expression of
DNA-binding factors and interaction with TET2 can likely concede tissue-specific
and temporal modulation of TET activity on a limited set of genomic loci [157].

Furthermore, the recruitment by DNA-binding factors can also result in
TET2 protein degradation. The TET2-interacting protein IDAX/CXXC4, which is
thought to enclose the ancestral CXXC domain of TET2, binds unmethylated
DNA and is positioned mainly at CpG islands. Analysis of cell lines with combined
ectopic expression of these proteins proposed that IDAX/CXXC4 cooperates with
and activates caspase-dependent degradation of TET2 by a mechanism
dependent on DNA binding [165]. Therefore, it is possible that IDAX/CXXC4 may
have evolved to negatively regulate TETZ2 activity on CpG islands with little or no
effect outside of them. Although this represents a probable model, IDAX/CXXC4
and TET2 were not co-expressed in the cells in which the studies were
performed, and the interaction remains to be validated on endogenous model
[157,165].

In summary, the TET enzymes can interact with DNA using their DNA-
binding domain (CXXC) and form protein complexes with other epigenetic
components to modify gene transcription. Nevertheless, there is new evidence
that suggests that TET enzymes could be recruited to DNA by a CXXC-
independent mechanism. In this regard, CTCF can play an important role, which
will be further described.

DNA demethylases as new partners of CTCF.
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Since 2013, it was proposed that CTCF binds to LMRs could be mediating
the turnover of DNA methylation through TET recruitment [171]. The first
evidence was a regularly oscillating 5hmC pattern observed around the binding
sites of CTCF in mESC; which suggests that accessibility and 5hmC deposition
could be sensitive to CTCF binding [172]. The specific genomic co-localization of
CTCF, TET1, or TET2 and 5hmc was probed by co-immunoprecipitation assays
on 3T3-L1 and HEK293T and correlated with enhancer activation on
differentiated cells though the facilitation of hydroxymethylation of DNA 5hmC.
Concluding that CTCF promotes TET-mediated DNA hydroxymethylation of
enhancers driving adipocyte differentiation (Figure 2C) [17]. The same year, the
Rippe group studied the relationship between DNA demethylation, CTCF binding
and nucleosome repositioning in Embryonic Stem Cells (ESC). They found a
5mC/5hmC-dependent competition for DNA-binding between CTCF and
nucleosomes during stem cell development; where TET1 binding facilitates the
eviction and lability of nucleosomes that can be displaced by CTCF, driving a
differential binding site selection during stem cell development [173].
Nevertheless, the relationship between CTCF and TET demethylases is not only
relevant on cell differentiation processes, since a study in 2016 described an
epigenetic splicing switch based on the relative ratio of 5mC to its oxidation
derivatives. The Oberdoerffer group, revealed that dynamic TET1 and TET2-
catalyzed DNA demethylation regulates CTCF-dependent alternative pre-mRNA
splicing in human lymphocytes. Their study found that CTCF directly interacts
with 5caC-containing DNA in vitro, and that CTCF-binding sites in CD45+ cells
are enriched with 5hmC and 5caC, both marks strongly associated with

alternative exon inclusion [19](Figure 2C).
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A recent study describes that the 5caC directs the new CTCF binding
within genomic DNA, the Oberdoerffer group revealed that 5caC stabilizes the
binding of CTCF with DNA. Completely, the CTCF binding profile in a cellular
model that amasses genomic 5caC recognized ~ 13,000 new CTCF sites. Since
CTCF has several functions in gene expression, these findings have wide-
ranging allegations and suggest that induced 5caC is a potential mechanism to
achieve differential CTCF binding in cells [174].

More studies are needed to better describe the exact functions that DNA
hydroxymethylation plays in transcriptional regulatory events, and also additional
explorations will be required to define the basis of CTCF binding associated with
5caC in vivo.

Taken together, the above information, suggests that CTCF could interact,
directly or indirectly with histone and DNA demethylases, it is still unknown if
these complexes are related with the repression, activation or other
transcriptional processes.

Conclusions and final remarks.

CTCF has become one of the most important nuclear factors reported in
the literature, where more than 2,000 publications are related to this protein. Part
of the relevance of this protein lies in its ability to interact with multiple protein
partners. The incorporation of new partners such as CTCF isoforms (CTCF-s),
paralog proteins (BORIS) and also proteins with demethylation activity (KDMs
and TET), take CTCF study to another level of biological complexity. Currently, it
remains unclear if the CTCF-s isoform or BORIS interact or form a protein

complex with DNA or histone demethylases, and the implications of theses
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protein complexes in biological processes. Finally, the only thing we can be sure
of, is that CTCF is the new kid on the block that still has many secrets to discover.
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FIGURE LEGENDS.

Figure 1: The participation of CTCF, CTCF-s and BORIS in the chromatin loop
formation. (A) CTCF physically binds to itself to form homodimers which
promotes chromatin loop formation. (B) CTCF-s (CTCF-s) competes with CTCF
to alter chromatin architecture and loop formation. (C) BORIS can alter chromatin

loops by either a cooperative or competitive mechanism with CTCF.

Figure 2: CTCF and its partners. (A) CTCF interacts with cohesin allowing loop
formation. CTCF also interacts with and recruits the largest subunit of RNA
polymerase Il to CTCF target sites. CTCF regulates the p53 gene through direct
interaction with Wrap53, ncRNA. CTCF interacts with IPO13, and this interaction
mediates the nuclear import of CTCF. (B) A novel interaction of CTCF is with the
histone demethylases CTCF interacts with KDM5B and regulates basal/stem cell
genes in luminal breast cancer lines. Finally, CTCFs interaction with KDM4A is
involved in the downregulation of the CHD5 gene expression in MCF7 cells. (C)
The other new partners are the DNA demethylases, CTCF interaction with TET
1 and TET2 proteins, this association is involved in enhancer activation. This
nuclear factor can also interact with 5caC and is involved in RNA pol Il pausing

and alternative exon inclusion of the CD45+ gene.
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