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1. Abreviaturas

3C- Captura conformacional del cromosoma

AF (inglés)- Funcién activadora

AMPc -Adenosin monofosfato ciclico

DNA (inglés)- Acido desoxirribonucleico

E2- Estradiol

ERa- Receptor intracelular a estradiol alfa

ERE- Elementos de respuesta a estrégenos

GEO (inglés)- Gene Express Omnibus

H3K4me1l- Monometilacion de la lisina 4 de la histona 3
H3K4me3- Trimetilacién de la lisina 4 de la histona 3
H3K27ac- Acetilacion de la lisina 27 de la histona 3
H3K27me3- Trimetilacion de la lisina 27 histona 3
IGFBP1- Proteina 1 de unidn al factor de crecimiento similar a insulina
MPA- Medroxiprogesterona.

NcRNA (inglés)- RNA no codificantes

P4- Progesterona

pb- pares de bases

PCR -Reaccién en cadena de la polimerasa

PGR- Gen del receptor a progesterona

PR (inglés)- Receptor intracelular a progesterona

PR-A- Isoforma A del receptor intracelular a progesterona
PR-B- Isoforma B del receptor intracelular a progesterona
PRL- Prolactina

PTM (inglés)-Modificaciones postraduccionales

SR (inglés)- Receptores de las hormonas esteroides

TADs (inglés)-Dominios topol6gicamente asociados.



THESC (inglés)- linea celular inmortalizada de células estromales endometriales.

TSS (inglés)- Sitio de inicio de la transcripcion.



2. Resumen

El endometrio es un tejido que se encuentra en la capa interna del Gtero y su funcion
es regulada por las hormonas sexuales, estradiol (E2) y progesterona (P4). El E2
induce la proliferaciéon de las células estromales y epiteliales del endometrio durante
la fase proliferativa del ciclo menstrual. Por otro lado, la P4 es el principal factor que
desencadena la decidualizacion de las células estromales, que consiste en un
cambio morfolégico y bioquimico necesario para la implantacion del blastocisto en

caso de haber fecundacion del 6vulo.

Para llevar a cabo estos cambios, la P4 actla principalmente a través de su receptor
intracelular (PR), aumentando la transcripcion de los genes necesarios en la
decidualizacién. Se ha postulado que la transcripcion del gen que codifica para el
PR, es decir el PGR, es regulada principalmente por estrégenos al unirse a su
receptor intracelular alfa (ERa). Sin embargo, no se ha encontrado asociacién de
ERa en el promotor del PGR, por lo que ERa podria encontrarse en otras regiones
regulando la transcripcién del PGR. La organizacién tridimensional del genoma
dentro del nicleo es relevante para la expresion génica, ya que, dependiendo del
tipo y ambiente celular se producen rearreglos en la cromatina. Una de las
modificaciones en la disposicion del genoma que puede presentarse es aquella que
se da entre secuencias potenciadoras de la transcripcion y los promotores. Por ello,
en el presente trabajo se buscaron posibles secuencias potenciadoras del genoma
gue pueden estar en contacto con el promotor del PGR y en las que podria estar

asociado ERa.

En este trabajo se observo la expresion del PGR en un modelo in vitro de células
estromales endometriales (THESC) en presencia del estimulo de la decidualizacién:
E2, medroxiprogesterona y AMPc a las 24 h. A través de un analisis in silico de
diferentes bases de datos se encontraron 8 posibles regiones distales al promotor
gue pueden regular la transcripcion del PGR por accion de ERa. Estas regiones
explicarian la activacion de la transcripciébn del gen por accion hormonal, adn

cuando ERa no se encuentra en el promotor.



3. Introduccion
El dtero, uno de los érganos que integran el aparato reproductor femenino, esta

divido en tres capas: el perimetrio, miometrio y endometrio (Marieb, 2008). El
endometrio estd compuesto principalmente por células epiteliales y estromales, y su
funcion esta regulada por las hormonas sexuales progesterona (P4) y estradiol (E2)
(Simdn, 2009; Bieber, 2010). Durante el ciclo menstrual, el endometrio atraviesa por
tres fases: la primera es la menstrual, seguida de la fase proliferativa y finalmente,
después de la ovulacion, la secretora. En la fase menstrual se presenta la
descamacion del endometrio dando lugar a la menstruacion, en la fase proliferativa
hay una regeneracion del endometrio promovida principalmente por E2. Finalmente,
en la fase secretora hay cambios morfolégicos y bioquimicos en las células
estromales conocidos como decidualizacién, regulados principalmente por P4.
Estos cambios favorecen la receptividad del endometrio hacia el blastocisto en caso
de haber ocurrido la fecundacion del 6vulo (Su y Fazleabas, 2015). Estudios in vitro
han demostrado que las células estromales pueden decidualizarse con el uso de un
anélogo de la P4, medroxiprogesterona (MPA), E2 y adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), siendo MPA el factor principal que induce la decidualizacion, tal como
ocurre in vivo (Logan et al., 2010; Logan et al., 2013; Szwarc et al., 2018; Yu et al.,
2019).

La P4 actua principalmente a través de su receptor intracelular especifico (PR) que
es un factor de transcripcion regulado por ligando, y esta codificado por el gen PGR,
el cual se encuentra en el locus 11g22-23. La expresion del PGR esté regulada por
diversos factores de transcripcion que actian como represores o activadores de la
transcripcion. Ademas de la regulacion clasica a través de factores de transcripcion,
los mecanismos epigenéticos desempefian un papel importante en la regulacion de
la transcripcion del PGR (Young, 2013; Camacho-Arroyo et al., 2017; Andersson y
Sandelin, 2020). Dentro de los mecanismos de regulacién epigenética se ha
postulado como factor fundamental a la organizacion nuclear del genoma para la
activacion o represion de los genes dependiendo del contexto celular (Dixon et al.,
2012; Cavalli y Misteli, 2013; Le Dily y Beato, 2018). Hasta el momento se



desconoce el papel que tiene la topologia del genoma durante los cambios de

decidualizacidon que se presentan en el endometrio.

4. Antecedentes

4.1. Caracteristicas generales del endometrio
Los 6rganos internos que componen al aparato reproductor femenino son: ovarios,
trompas de Falopio, Utero y vagina. El Utero se encuentra dividido en tres capas:1)
el perimetrio, la capa mas externa, 2) el miometrio, formado principalmente por
musculo liso y 3) el endometrio, capa interna, donde se lleva a cabo la implantacion
del o6vulo fecundado (Marieb, 2008). EI endometrio es un tejido altamente
vascularizado y esta constituido por células epiteliales luminares y glandulares,
células estromales, células del sistema inmune como linfocitos y macréfagos,
células endoteliales, células de musculo liso y recientemente se ha caracterizado
un tipo de células epiteliales ciliadas (Wang et al., 2020) . La funcionalidad,
proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales y estromales es regulada por
las hormonas P4 y E2, que inducen cambios ciclicos que favorecen la receptividad
del endometrio para la implantacion embrionaria y que contribuyen al desarrollo de
la gestacién (Bieber, 2010). Durante el ciclo menstrual, el cual tiene una duracion
de aproximadamente 28 dias, el endometrio atraviesa por tres fases diferentes. La
primer fase o fase menstrual comienza en el dia 1 del ciclo hasta alrededor del dia
4y se caracteriza por una descamacion del endometrio y su posterior salida por el
tracto vaginal. La fase proliferativa se presenta después del sangrado menstrual,
hasta aproximadamente el dia 13 del ciclo. En esta etapa el endometrio responde a
los estimulos de estrogenos, principalmente de E2, el cual promueve la proliferacion
de células estromales, glandulas y células endoteliales de los vasos sanguineos.
Después de la ovulacion, alrededor del dia 14, el endometrio comienza a ser
receptivo a P4 y tiene una transicion de la fase proliferativa a la fase secretora. En
los primeros dias de la fase secretora, se producen principalmente cambios
morfologicos glandulares, mientras que en la fase secretora media y avanzada los
cambios predominantes se observan en las células estromales, en un proceso
conocido como decidualizacién. La decidualizacion es un proceso de cambios

bioguimicos y morfoldgicos caracteristico de las células estromales del endometrio
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durante la fase secretora del ciclo menstrual. Si la concepcién no ha ocurrido,
alrededor del dia 27, el endometrio entra en fase premenstrual para posteriormente
entrar a la fase menstrual y dar inicio a un nuevo ciclo (Esponera Sanz, 1997; Mazor
y Kurman 2007; Filicori, 2015)

En caso de que ocurra la fecundacion, las células estromales decidualizadas
favoreceran la implantacion del blastocisto al proveer soporte y nutrientes para su
desarrollo. Posteriormente las interacciones entre los trofoblastos y las células
decidualizadas formaran la decidua, compartimiento en el cual ocurre la interaccion

materno-fetal (Su y Fazleabas 2015).

Los cambios por los que atraviesa el endometrio durante el ciclo menstrual son
producto de la expresion diferencial y ciclica de distintos genes. Se ha demostrado
gue existen grupos de genes cuya expresion es especifica en una fase del ciclo
menstrual o durante la transicion de éstas, generando sub fases dependiendo de
los genes activos (Wang et al., 2020). Los mayores cambios de expresion en el ciclo
menstrual se presentan durante la fase secretora en el tejido endometrial; esta fase
estd dirigida por P4 y dentro de este periodo se encuentra la ventana de
implantacién del blastocisto. En la fase de la menstruacion, se expresan genes
inductores y reguladores de apoptosis, asi como genes proinflamatorios

(Ponnampalam et al., 2004) (Fig 1).
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Fig. 1 Composicion celular del endometrio y sus fases durante el ciclo menstrual. El endometrio esta
compuesto de células epiteliales luminares, glandulares y ciliares, células estromales, células del sistema
inmune como linfocitos y macrofagos y células endoteliales. Las células estromales tienen un cambio en su
morfologia y a nivel bioquimico, al entrar en la fase secretora. Durante esta fase, se presentan los mayores
cambios transcripcionales en los diversos tipos celulares. Hay una mayor expresion de los genes del complejo
mayor de histocompatibilidad clase | (MHCI) e interleucina 15 (IL15) en células estromales decidualizadas. Por
otro lado, los linfocitos presentan mayor expresion de los genes: GZMA, GZMB, PRFI, IL2RB, IL2RG y de
receptores de natural killer (NKR). Las células epiteliales tienen un cambio abrupto en la expresion de genes
como: GPX3y PAEP, en el periodo de la ventana de implantacién, durante la fase secretora media. Modificado
de Wang et.al.2020

4.1.1. Decidualizacion

La decidualizacion comienza aproximadamente 6 dias después de la ovulacion y
comprende cambios morfologicos y bioquimicos de las células estromales y
glandulas epiteliales, hay una afluencia de células natural killer uterinas (uUNK)
especializadas y una remodelacion de los vasos sanguineos. En la decidualizacién,
las células estromales pasan de una morfologia elongada de tipo fibroblastoide a
una forma circular de tipo epitelial (Okada et al. 2018). Este proceso ocurre en
respuesta a P4 y E2, siendo la P4 el principal agente decidualizante (Gurpide, E.,
1997).

Proteinas como la prolactina (PRL) y la proteina 1 de union a factor de crecimiento
similar a insulina (IGFBP1) son utilizados como biomarcadores de la
decidualizacién, ya que son expresados por ceélulas estromales durante este

proceso (Ramathal et al., 2010) (Fig 2). Se ha sugerido que estas proteinas estan



implicadas en la regulacion de la invasion de los trofoblastos al endometrio, en la
prevencion del rechazo del embrion por parte del sistema inmunologico materno, en
la regulacion de las células uNK y fomentan la angiogénesis (Okada et al. 2018).
Estos factores son importantes para la invasion eficaz del blastocisto y para el

desarrollo 6ptimo del embarazo.

Endometrio
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AMPc Células estromales
Células decidualizadas

!

PRL, IGFBP-1,

Biomarcadores de decidualizacion

Fig. 2 Proceso de decidualizacién en células estromales endometriales. Las hormonas sexuales, estradiol
(E2) y progesterona (P4) junto con el AMPc inducen la decidualizacién. La P4 promueve la expresion de
diversos genes como IGFBP1 y PRL necesarios para el cambio morfoldgico y bioquimico de células estromales
durante la decidualizacion. Modificado de Okada et al. 2018.

En estudios in vitro, se ha demostrado que la decidualizacion puede inducirse en
presencia de AMPc en células estromales de endometrio (Aghajanova et al. 2009;
Klemmt et al. 2006). La decidualizacion inducida por AMPc se debe a la activacion
de la via de sefializacion de la proteina cinasa A, sin embargo, la decidualizacion in
vitro se alcanza de forma mas rapida al afadir AMPc, P4 y E2 al cultivo de las
células estromales (Gurpide, E. 1997). No obstante, existen diversos genes en las

células estromales endometriales que se encuentran regulados especificamente por



P4y no por AMPc (Okada et al. 2018), esto sugiere diferentes acciones por parte

de ambas moléculas para desencadenar la decidualizacion adecuadamente.

La decidualizacion es un cambio regulado por hormonas, principalmente P4,
fundamental para el funcionamiento del endometrio. Por ello, ademas de
proporcionar informacion sobre los mecanismos necesarios para la implantacion del
blastocisto, la induccién de la decidualizacion en células estromales ha sido utilizada
para un mejor entendimiento, a nivel molecular, de enfermedades que afectan al
endometrio (Klemmt et al., 2006; Aghajanova et al., 2009; Liang et al., 2018). Las
principales patologias que afectan al endometrio son: cancer de endometrio,
endometriosis y miomas uterinos (Patel et al., 2015). La desregulacién hormonal o
una expresion inadecuada de los receptores hormonales son factores de riesgo para
el desarrollo de dichas enfermedades. Los estudios in vitro son un primer
acercamiento para conocer la importancia de las hormonas y sus receptores
nucleares en el funcionamiento normal del endometrio y su relevancia en el

desarrollo de las patologias.

4.1.2. Estudios de la decidualizacion en células estromales inmortalizadas.

La linea celular de células estromales de endometrio humano inmortalizadas
(THESC, CRL-4003) se ha utilizado como modelo para estudiar las diversas
funciones que ocurren en el endometrio. El principal mecanismo estudiado en esta
linea celular es la decidualizacion, ya que, este proceso es vital para la implantacion
y desarrollo del blastocisto (Okada et al., 2018). La induccion a la decidualizacion
en THESC se han llevado a cabo utilizando E2, MPA (un analogo sintético de la
P4), y AMPc o en su defecto Unicamente MPA y AMPc (Jiang et al., 2015; Liang et
al., 2018; Haller et al., 2019; Szwarc et al., 2019).

La induccién de la decidualizacion en un modelo in vitro ha permitido encontrar
diversos genes involucrados en este proceso, asi como, moduladores del mismo
(Haller et al., 2019). Por otro lado, utilizando el modelo de las células THESC se han
identificado factores de transcripcion necesarios en este proceso como es el caso
de la proteina de respuesta de crecimiento temprano (EGR1), la cual es necesaria
para el cambio morfolégico de las células estromales a células de tipo epitelial



(Szwarc et al., 2019). Otro factor de transcripcion que se ha estudiado en células
THESC es FoxM1 cuyo papel es la regulacion de la expresion de ciclinably STAT3
necesarios para la proliferacion celular y decidualizacion, respectivamente (Jiang et
al., 2015). Al realizar tratamientos hormonales para inducir la decidualizacion, se ha
demostrado que se requiere una concentracion especifica de P4 (1 ug), ya que, a
concentraciones altas (4 y 20 ug) la expresion de los marcadores de decidualizacion
disminuye, lo que puede indicar una alteracién en este proceso (Liang et al., 2018).
Respecto a las vias de sefializacién involucradas, la activacién anormal de la via
Notch-1 esta asociada con una disminucién en la expresion del PR y con ello los
efectos de la P4 en el endometrio (Brown et al., 2018). El co-cultivo de células
epiteliales y células THESC es otro modelo in vitro que se ha propuesto para
estudiar patologias del endometrio y conocer la dinamica que tienen ambos tipos
celulares en condiciones patolégicas (Schutte et al., 2015).

Aunque se han estudiado diversos mecanismos involucrados en la decidualizacion
en el modelo in vitro de células estromales endometriales, la regulacion de la
expresion de los genes que desencadenan este fendmeno, como el PGR, no ha
sido abordada. Por ello, es necesario estudiar los posibles mecanismos de
regulacion de la expresion del PGR para comprender los inicios de la
decidualizacién y las posibles causas que podrian originar patologias del

endometrio por una desregulacion de la accién hormonal.

4.2. Generalidades de la progesterona
La P4 es una hormona derivada del colesterol, esta compuesta por 21 carbonos y
es sintetizada principalmente en goénadas, placenta, glandulas adrenales y el
sistema nervioso central (Camacho-Arroyo et al., 2017). La P4 es esencial para las
funciones del aparato reproductor femenino, en especial después de la ovulacion
donde se produce un incremento en los niveles de P4. Este aumento genera los
cambios en el endometrio que favoreceran la implantacion del blastocisto (Filicori,
2015). Las acciones mas notorias de la P4 en el endometrio ocurren principalmente
en las células estromales durante la fase secretora, en la cual dichas células

presentan un cambio fenotipico, pasando de una morfologia de tipo fibroblasto a
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una mas redonda de tipo epitelial en un proceso conocido como decidualizaciéon
(Okada et al., 2018). En ausencia de fecundacion el principal productor de P4 es el
cuerpo luteo, sin embargo, si la concepcion llega a ocurrir los trofoblastos
incrementaran la produccién de P4, convirtiéndose en la principal fuente de

produccion de la hormona (Taraborrelli, 2015).

La P4 actua, principalmente mediante el PR, el cual funciona como factor de
transcripcion formando un complejo de transcripcion que a su vez recluta diversos
remodeladores de la cromatina para activar o reprimir la transcripcion de los genes
blanco. En afios recientes se han descrito diversos mecanismos rapidos de accion
para P4 a través de vias de sefializacion, cascadas de segundos mensajeros o
receptores de membrana (Camacho-Arroyo et al., 2017). En el aparato reproductor
femenino los efectos de la P4 se encuentran regulados en su mayoria por el PR
(Patel et al., 2015), mientras que, las posibles acciones mediante mecanismos

rapidos de accion aln se encuentran en estudio.

4.2.1. Receptor intracelular a progesterona (PR)

El PR pertenece a la familia de receptores nucleares que al interaccionar con su
ligando (P4) actia como factor de transcripcion y regula la expresion de sus genes
blanco (Camacho-Arroyo et al., 2017). El PR esta codificado por el gen PGR, el cual
se encuentra ubicado en el cromosoma 11g22.1. El PGR codifica para tres
isoformas: PR-A, PR-B y PR-C; sin embargo, las acciones de P4 estan atribuidas
principalmente a PR-A (94kDa) y PR-B (116kDa) (Hirata et al., 2002; Patel et al.,
2015).

Ambas isoformas del PR estan compuestas por una regién amino terminal donde
se encuentra las funciones activadoras (AF1) e inhibidoras, un dominio conservado
de unién a DNA y unaregién tipo bisagra. En la regién carboxilo terminal se localizan
los dominios de unién al ligando y una funcién activadora dependiente de ligando
(AF2). ElI PR-B contiene un dominio adicional de 164 aminoacidos en la region
amino terminal respecto a PR-A, conocido como el segmento B, el cual le confiere
una regioén activadora adicional (AF3) que interactia con AF1y AF2, dando lugar a
efectos alostéricos en la conformacion de la proteina (Young 2013; Camacho-
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Arroyo et al., 2017). El patrén de expresion, la funcion y la regulacion de PR-A'y PR-
B es diferente en cada tejido en el que se encuentran expresados, y el efecto de la

P4 depende de la tasa de expresion de ambas isoformas (Patel et al., 2015).

Ambas isoformas del PR son esenciales el funcionamiento adecuado endometrio.
Una vez activados por la P4, el PR actia como factor de transcripcion para activar
la expresion de los genes necesarios durante la decidualizacion (Rosario et al.,
2003).

4.2.1.1. Mecanismo de accion
Para llevar a cabo sus funciones, a través del PR, la P4 primero debe internalizarse
en la célula donde se unird al PR, el cual se encuentra en el citoplasma unido a la
proteina chaperona de choque térmico 90 (Hsp90) y a otras co-chaperonas. La
interaccion entre P4 y PR genera un cambio conformacional que promueve la
fosforilacion del PR, su posterior disociacion del complejo de chaperonas, la
dimerizacion del receptor y, por ultimo, su translocacion al nacleo (Camacho-Arroyo
et al., 2017). El receptor activo se une a los elementos de respuesta a progesterona
localizados en las regiones reguladoras de los genes blanco o en su defecto puede
asociarse con otros factores de transcripcion como Spl, CREB, p300 o AP-1
(Goldhar et al., 2011; Khader et al., 2021). La transcripcion de dichos genes es
iniciada a través del reclutamiento de otros correguladores y complejos
remodeladores de la cromatina que favorecen o impiden la asociacion de la
maquinaria transcripcional al DNA. Una vez que el receptor se disocia del DNA, es

marcado para su degradacion (Camacho-Arroyo et al., 2017) (Fig 3).
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Fig. 3 Mecanismo de accién clasico de la progesterona. El mecanismo clasico comprende la accién
del receptor nuclear (PR) que en ausencia de la hormona interactda con la chaperona Hsp90 y las co-
chaperonas FKBP51 y p23. Una vez que la hormona se internaliza en la célula e interactia con su
receptor, se produce un cambio conformacional que induce la fosforilacién del receptor. El receptor se
disocia de las chaperonas y co-chaperonas para dimerizarse y translocarse al ndcleo. El receptor activo
se une a secuencias especificas de progesterona (PRE) en los genes blanco para favorecer la
transcripcién de dichos genes a través de diferentes mecanismos, por ejemplo, el reclutamiento del co-
activador SRC-1.TIF, transcription initiation factor; GTF, general transcription factor; TBP, TATA binding
protein; Poll, RNA polimerasa Il; BTM, basal transcription machinery. Modificado de Camacho-Arroyo et.
al. 2017

4.2.2. Importancia del PR en el endometrio
La P4 tiene un papel importante en el endometrio al ser el principal componente que
regula la decidualizacion de las células estromales, favorece la implantacion del
blastocisto, y se encarga del mantenimiento del embarazo (Taraborrelli, 2015;
Okada et al., 2018).

La P4 actia a través del PR para favorecer la expresién de genes inductores de
decidualizacién y a su vez contrarrestar los efectos proliferativos de E2, al silenciar
los genes de proliferacién activados por estrogenos (Rosario et al., 2003). Cuando
los efectos proliferativos de E2 no son contrarrestados por la P4 se pueden
presentar patologias como cancer de endometrio o endometriosis (Patel et al.,
2015).
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La expresion del PR es inducida principalmente por estrogenos, los cuales actian
a través de su receptor intracelular (ER). En el endometrio, los distintos tipos
celulares tienen respuestas diferenciales al estimulo de P4 (Rosario et al., 2003).
Las diferentes isoformas del PR pueden cumplir funciones diferentes en el
endometrio, sin embargo, existe controversia sobre su actividad en este tejido. Se
han asociado funciones inhibidoras de PR-A hacia ER y PR-B, por otro lado, en
ratones knock-out de PR-A, se observa una inhibicién de la decidualizacién respecto
a ratones control (Conneely et al., 2002). En la decidualizacion, PR-B y PR-A
regulan diferentes genes. PR-B es mayormente expresado y regula a la baja genes
relacionados con la proliferacion celular, por otro lado, genes relacionados con
angiogénesis estan sobrexpresados por accion de esta isoforma. En endometrio,
PR-B favorece la expresion de PR-A y ésta modula los efectos de PR-B (Kaya et
al., 2015). La ausencia de expresion del PR-B se ha asociado a pérdida del
embarazo, por una incorrecta adhesion del blastocisto o endometriosis (Patel et al.,
2015). Estos resultados indican que las isoformas del PR no poseen funciones
redundantes y pueden regular la expresion de diferentes genes, necesarios para

generar el ambiente adecuado en el Utero en caso de haber fecundacion.

4.2.3. Regulacion transcripcional del receptor intracelular de progesterona
(PGR)
La transcripcion de las diferentes isoformas del PR a partir de un mismo gen esta
atribuida a diversos mecanismos. En el caso del PGR, la transcripcion de las
principales isoformas, PR-A y PR-B, se debe a la existencia de dos promotores
distintos, localizados en las regiones -711 a +31 pb para PR-B y +464 a +1105 para

PR-A respecto al sitio de inicio de la transcripcion (TSS) (Kastner et al., 1990).

El PGR, en modelos de cancer de mama, estéa regulado principalmente por el E2 a
través del receptor de estrogenos a (ERa) (Xu et al., 2004). El ERa actia como
factor de transcripcion al unirse a elementos de respuesta a estrogenos (ERE)
presentes en el genoma, los cuales corresponden a secuencias palindromes
GGTCANnNnTGACC (Nilsson et al., 2001). La region promotora de PR-A contiene la

mitad de la secuencia consenso tipo ERE (conocida como %2 ERE) que esta
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relacionada con la activacion de la transcripcion de dicha isoforma. En cambio, el
promotor de PR-B no contiene sitios ERE, pero se han descrito dos sitios de unién
a Spl que pueden mediar el reclutamiento de ERa y favorecer la transcripcion de
PR-B (Kastner et al., 1990; Xu et al., 2004). En estos sitios Spl también puede
encontrarse unido el PR, el cual en asociacién con ERa puede favorecer la
transcripcion del PGR. Este mecanismo es mediado por la activacion de la via
MAPK/ERK la cual puede favorecer la formacion del dimero ERa/PR, de esta forma
puede haber expresién del PGR aun en ausencia de estrogenos (Diep et al., 2016).

Otro elemento de importancia en la regulacién de la expresién del PGR lo
constituyen los sitios de unién para la proteina activadora 1 (AP-1). En la regién 5'-
UTR del PR existe un sitio AP-1 en la posicion +90, en el cual las proteinas Fos y
Jun, componentes de AP-1, reclutan al ERa unido a E2. EI complejo de ERa, Fos 'y
Jun se une a la region +90 AP-1y a un sitio %2 ERE imperfecto adyacente, el cual
funciona como elemento potenciador en respuesta a E2, favoreciendo la

transcripcion de la isoforma PR-B (Petz et al., 2002) (Fig. 4).

: (N~ 3 “ 56 7 8
PGR = ] ] 1 1] .
° H- - g 1 | e § ’
: S ieiinn PR-A
Promotores 5 J ;‘ s
711 1 +31 +464 l -
Spl Medio ERE Medio ERE Spl
-61/-56 pb AP-1 imperfecto +571/+575 pb +580/+585 pb
-49/-44 pb +90/+96 pb +83/+87 pb +590/+595 pb
5-GGGCGG-3' | 5'-TGAGTGA-3’ 5’-TGTCA-3’ 5’-TGACC-3’ 5’-CCGCCC-3’
| 3'-ccceec-5 3’-ACTCACT-5’ 3"-ACAGT-5’ 3"-ACTGG-5 3’-GGCGGG-5

Fig. 4 Regulacién transcripcional del PGR. El PGR posee 8 exones y codifica principalmente para dos
isoformas PR-A y PR-B, codificadas por promotores alternos. PR-B tiene su promotor en la region -711
a +31 pb y PR-A +464 a +1150 pb respecto al sitio de inicio de la transcripcion. Ademas de contener
elementos de respuesta a estrégenos (ERE) imperfectos o medio sitio ERE, el PGR también esta
regulado por las proteinas Spl y AP-1. Estos sitios o0 proteinas previamente unidas al DNA pueden ser
posibles sitios de unién para ERa. Modificado de Camacho-Arroyo et. al. 2017
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En el endometrio, la expresion del PGR es mas alta durante la fase secretora del
ciclo menstrual. Su expresion esta regulada por los estrogenos, sin embargo, en
células estromales, el AMPc también contribuye a la expresion del PGR, cuyos
mecanismos aun se desconocen (Logan et al., 2013). En células estromales
decidualizadas se ha encontrado la asociacion de PR-B en la region promotora de
PR-A, lo que sugiere una regulacion de la isoforma PR-A por PR-B (Kaya et al.,
2015). Esto sugiere que el PGR puede ser regulado a través de diferentes factores
dependiendo del tejido en el que ejerza su accion.

Ademés del mecanismo clésico de regulacion de la transcripcion, la expresion del
PGR también depende de diversos factores epigenéticos y post transcripcionales
como los RNA no codificantes (ncRNA) los cuales seran desarrollados en los

siguientes apartados.

4.2.4 La regulacion epigenética del PGR
La epigenética se define como los mecanismos que regulan la expresion de los
genes sin alterar la secuencia del DNA (Skvortsova et al., 2018; BoSkovi¢ y Rando,
2018). Los principales mecanismos epigenéticos estudiados son: la metilacion del

DNA y las modificaciones post traduccionales de histonas (PTM).

La metilacién del DNA es la modificacion quimica que se lleva a cabo en la base
nitrogenada citosina al transferirse, por accion enzimatica, un grupo metilo a su
carbono 5 para generar la 5 metilcitosina (5mC) (Greenberg y Bourc'his, 2019). La
5mC se encuentra preferentemente en un contexto de islas CpG. El efecto de esta
marca depende de la region gendmica en el que se encuentre, ya que, los niveles
altos de metilacion en promotores han sido asociados con el silenciamiento de los
genes mientras que la metilacion en el cuerpo de gen activa la expresion del gen
(Jones, 2012).

En patologias del endometrio se ha encontrado que la metilacion del promotor del
PGR disminuye su expresién causando una respuesta deficiente a la P4 y por lo
tanto a sus efectos en la decidualizacién e implantacion (Wu et al., 2006; Meyer et
al., 2014; Rocha-Junior et al., 2019).
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La cromatina es una estructura formada por proteinas y DNA. Su unidad
fundamental es el nucleosoma, el cual esta compuesto de un octamero de histonas,
integrado por dos copias de H2A, H2B, H3 y H4, al que rodean aproximadamente
147 pb de DNA (Kornberg y Lorch, 2020). Dependiendo de la PTM de las histonas
se favorece la apertura de la cromatina para permitir el acoplamiento de la
maquinaria transcripcional y comenzar la transcripcién, o viceversa, se compacta la
cromatina para la represion de la expresion génica. La acetilacion de las histonas
H3 y H4, que favorecen la apertura de la cromatina, son marcas prestablecidas
alrededor del promotor del PGR, en un modelo de cancer de mama. Sin embargo,
ante el estimulo de E2, hay un aumento en la acetilacion de ambas histonas en la
region mas cercana al TSS (Xu et al., 2004) . Otra marca que favorece la
transcripcion es la trimetilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3) la cual esta
asociada a promotores transcripcionalmente activos. La sobreexpresion de
desmetilasas de histonas como JARID1A, cuyo blanco es H3K4, suprime la
expresion del PGR y la reduccion de la expresion de dicha enzima potencia la
expresion del PGR (Stratmann y Haendler, 2011), lo que refleja la estrecha relacion
entre las proteinas que colocan o remueven las marcas de histonas y la expresion
génica. Por otro lado, en cancer de prostata se ha observado un incremento de la
marca represora de la trimetilacion de la lisina 27 en la histona 3 (H3K27me3) en el
promotor del PGR, lo que provoca una disminucion en su expresion (Ngollo et al.,
2014). Estos factores demuestran la importancia de la regulacion epigenética en la

activacion o silenciamiento del PGR en tejidos regulados hormonalmente.

4.2.5 La regulacién del PGR por RNAs no codificantes
Los RNA no codificantes (ncRNA) son moléculas de RNA que no generan un
producto proteico (Wei et al., 2017). Entre ellos se encuentran los microRNAs
(miRNA), moléculas de RNA de longitud de 18-22 nucléotidos y los RNA largos no
codificantes (INcRNA) de mas de 200 nucleétidos. Los IncRNA interactian con
proteinas nucleares, moléculas de DNA y RNA para controlar la expresion de sus
genes blanco (Rinn and Chang, 2012). Por otro lado, a nivel post transcripcional, los

miRNAs se unen generalmente al extremo 3’ de los mMRNA induciendo un complejo
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de silenciamiento que llevara a la inhibicion de la traduccién por distintos

mecanismos (Gulyaeva and Kushlinskiy, 2016).

En el endometrio, la traduccion del PGR esta regulada por diversos miRNAs como
MIiRNA-96 y miRNA-196a, los cuales se unen al extremo 3’'UTR del mRNA para
inhibir su expresion (Liu et al., 2012; Zhou et al., 2016). Respecto a la regulacion del
PGR por IncRNA, se ha reportado que existe una interaccion entre INCRNAs y
mMiRNAs que tiene como resultado la modificacion en la expresiéon del gen. En un
modelo de endometrio de primates se estudio la relacién entre el miRNA-219-5p y
el IncRNA-PGR-3p, este Ultimo regula directamente la expresion de PR-Ay a su vez
es regulado por miRNA-218-5p, por lo tanto la expresion del PR depende de la

expresion de ambas moléculas (Liu et al., 2012).

La regulacién del PGR a través de ncRNA es un campo que permanece abierto a la
investigacién para conocer la influencia de estos factores en la regulacion de la

transcripcion.

4.3. Organizacion nuclear del genoma
El genoma posee un alto nivel organizacional dentro del nucleo. La cromatina tiene
niveles jerarquicos de compactacion iniciando con los nucleosomas hasta
estructuras de alto orden jerarquico como asas de cromatina, dominios de
cromatina, compartimientos de eucromatina y heterocromatina y finalmente
territorios cromosdmicos (Cavalli y Misteli 2013; Le Dily y Beato 2018). El uso de
sondas fluorescentes en la técnica de hibridacion fluorescente in situ (FISH) permitié
establecer el posicionamiento organizacional de los cromosomas en interfase, en
dichos experimentos se encontré que regiones del cromosoma con pocos genes
tienden a localizarse en la periferia del nacleo, mientras que las regiones ricas en
genes se agrupan al centro (Postberg et al., 2010) (Fig 5). Conocer la posicién
especifica de los cromosomas dentro del nucleo fue el comienzo para especular
sobre la influencia de la organizacion del genoma en el control de la expresiéon de

los genes requeridos para cada tipo celular.
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Fig. 5 Compartimentos activos e inactivos. A) En la parte superior se muestran el espacio que ocupa
cada cromosoma dentro del nacleo de diferente color, conocidos como territorios cromosémicos. En la
parte inferior se sefialan los dos compartimentos A y B, de cromatina activa e inactiva, respectivamente.
B) La cromatina B, inactiva, se encuentra generalmente en la periferia del niucleo, sin embargo, algunas
regiones de cromatina B cuya activacion depende de ciertos estimulos puede encontrarse hacia el centro
del nacleo. Modificado de Hildebran y Dekker, 2020.

Por otra parte, el surgimiento de técnicas moleculares derivadas de la captura
conformacional del cromosoma (3C) ha permitido esclarecer con mayor profundidad
la organizacion y compactacion del DNA (Han et al., 2018; McCord et al., 2020).
Las técnicas derivadas del 3C que han permitido conocer la topologia del genoma,
su funcionamiento y los posibles mecanismos que establecen y mantienen el arreglo
tridimensional son: i) 3C, en el que se evalluan uno a uno los contactos del genoma;
ii) 4C, se selecciona un locus de referencia en el genoma y utilizando secuenciacion
masiva se evallan sus interacciones con otros loci; iii) 5C, utilizando primers
universales, se conocen los contactos de varias regiones del genoma; iv) ChlA-Pet,
al combinar la técnica de inmunoprecipitacion de la cromatina y 3C, se conocen los

contactos que una proteina puede favorecer en el genoma; v) HIiC, a través de

19



secuanciacion masiva todos los posibles contactos del genoma son calculados (de
Wit y de Laat, 2012; Han et.al., 2018) .

A partir de estudios de HIiC se ha confirmado la existencia de dos tipos de
cromatina: activa e inactiva, también conocidas como compartimentos A y B,
respectivamente (Lieberman-Aiden et al., 2009). A su vez, estos compartimentos se
encuentran divididos en dominios topoldgicamente asociados (TADs), delimitados
principalmente por proteinas como la proteina de union a CCCTC (CTCF) y
cohesinas, sin embargo, otras proteinas como TOP2A/2B también pueden ser
encontradas en estos sitios. (Dixon et al., 2012; Uuskiila-Reimand et al., 2016; Zhan
et al., 2017; Rowley y Corces, 2018). Los TADs pueden diferir en tamafio y tipo de
cromatina, lo que sugiere que pueden dividirse en sub-TADs dependiendo de sus
caracteristicas estructurales y funcionales (Szabo et. al. , 2019). Las asas de
cromatina son estructuras que permiten el contacto entre diversas regiones del
genoma linealmente distales para controlar la transcripcibn génica. Entre las
proteinas involucradas en la formacién, estabilidad y longitud de estas estructuras,
ademas de CTCF y cohesinas se encuentran: WIZ, BRD2, YY1y ZNF143 (Hsu et
al., 2017; Weintraub et al., 2017; Rao et al., 2017; Wen et al., 2018; Justice et al.,
2020) . Las asas de cromatina podrian ser la unidad minima de organizacion del
genoma, una de sus funciones principales es el contacto entre secuencias
potenicadoras localizadas en sitios distales respecto a sus promotores blanco (Rao
et al., 2014) (Fig 6).
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Fig. 6 Organizacion tridimensional del genoma. Dentro del nicleo los cromosomas ocupan lugares
determinados conocidos como territorios cromosémicos. Los territorios cromdsomicos son divididos a su
vez en compartimentos A (eucromatina) y B (heterocromatina). Ambos compartimentos contienen
regiones de mayor contacto entre ellas que con otras regiones del genoma, estos sitios se conocen como
dominios topoldgicamente asociados (TADs). Las asas de cromatina acercan sitios que linealmente no
son cercanos para facilitar su expresion o represion. Finalmente, la unidad minima de compactacion de
la cromatina son los nucleosomas. Modificado de Dogan y Liu, 2018.

La alta organizaciéon del genoma dentro del nucleo es relevante para delimitar
regiones de cromatina activa e inactiva, asi como, regular la replicacion y
transcripcion del DNA. Aunque las estructuras de mayor jerarquia tienden a
conservarse entre los diferentes tipos celulares, cada célula requiere de la
activacion de diferentes genes para llevar a cabo su funcién. Esta activacion, por

ejemplo el contacto entre secuencias potenciadoras y promotores, dependen de
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estimulos exteriores. El dinamismo del endometrio requiere E2 y P4 para activar los

genes necesarios en cada fase del ciclo menstrual.

4.3.1. Interacciones de la cromatina entre promotores y secuencias
potenciadoras.

Las secuencias potenciadoras son elementos del DNA cis-reguladores que
potencian la expresién de sus genes blanco (Plank y Dean, 2014). La actividad de
las secuencias potenciadoras es especifica de cada tipo celular y tejido especifico,
generalmente mas de una secuencia potenciadora es necesaria para la activacion
de un gen (Andersson et al., 2014). Las secuencias potenciadoras poseen
caracteristicas que los diferencian de otros elementos reguladores en el genoma,
ya que principalmente son regiones sensibles a DNAsa, es decir, sitios de cromatina
abierta y poseen marcas especificas de histonas como H3K4mel y acetilacion de
la lisina 27 en la histona 3 (H3K27ac) (Andersson et al., 2014). Recientemente se
ha postulado que algunas de las secuencias potenciadoras poseen actividad
transcripcional dando lugar a transcritos conocidos como eRNA, creando
controversia entre la definicién de promotores y las secuencias potenciadoras (Li et
al, 2016; Andersson y Sandelin, 2020).

En los sitios potenciadores se pueden encontrar motivos de union para diferentes
factores de transcripcion. Los receptores hormonales nucleares como PR y ER,
ademas de unirse a sitios cercanos al promotor de sus genes blanco pueden unirse
a sitios distales tipo potenciador y asi incrementar la transcripcién del gen a través
de la formacion de asas de cromatina (Fullwood et al., 2009; Le Dily y Beato, 2018).
En células MCF7 de cancer de mama, se ha comprobado que ante el estimulo con
E2, ERa aumenta las interacciones entre regiones distales y promotores,
estableciendo una dependencia hormonal para el rearreglo de la cromatina
(Fullwood et al., 2009).

En el caso del PR, también se ha encontrado mayor interaccién entre las secuencias
potenciadoras distales y promotores de sus genes blanco en células T47D (Ballaré

et al., 2013). Otro escenario propuesto es el caso del receptor a glucocorticoides
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(GR), el cual puede encontrarse unido al DNA en condiciones basales y ante un
estimulo agonista promueve una mayor apertura de la cromatina y un mayor numero
de contactos entre potenciadores y sitios distales al inicio de la transcripciéon
(Kuznetsova et al., 2015).

Debido a que el endometrio es un tejido dinamico regulado por las hormonas
sexuales, sus receptores nucleares pueden llevar a cabo modificaciones en la
estructura de la cromatina que favorezcan la interaccién entre potenciadores y

promotores de los diferentes genes requeridos en cada fase del ciclo menstrual.

4.3.2. El papel de los receptores a hormonas esteroides en la organizacion
3D del genoma
Los receptores de las hormonas esteroides (SR) tienen un papel importante en la
regulaciéon de la arquitectura del genoma, ya que pueden contribuir a la formacién
de asas de cromatina y reclutar correguladores y remodeladores de la cromatina
gue favorecen la transcripcion de sus genes blanco (Le Dily y Beato 2018). La unién
de los SR aumenta la frecuencia del nimero de contactos con regiones distales del
genoma, lo cual sugiere que estos receptores dirigen la formacién de asas de
cromatina. Dichas estructuras pueden verse involucradas tanto en la activacion
como en la represion de genes (Fullwood et al., 2009; Hsu et al., 2010). Hasta el
momento se desconoce si los receptores de hormonas esteroides inducen la
formacion de las asas de cromatina o contribuyen a la estabilidad del complejo
previamente formado, en este Ultimo caso el receptor puede unirse a una estructura
prestablecida y los contactos establecidos no cambiaran drasticamente. Ambos
casos pueden ocurrir y regular la transcripcién de los genes blanco, ya que ninguno

de los dos eventos es mutuamente excluyente (Le Dily y Beato 2018) (Fig 7).
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Fig. 7 Dinamica de las asas de cromatina entre potenciadores y promotores. A) La union de los receptores
después de la exposicion a la hormona induce a la formaciéon de un asa de cromatina entre una region
reguladora, por ejemplo: secuencia potenciadora, y el promotor. B) Si el asa de cromatina se encuentra pre-
establecida la union del receptor activara al potenciador para favorecer la transcripcion de su gen blanco. C)
Un promotor puede estar regulado por mas de una secuencia potenciadora que requieran o no la formacion de

novo de un asa de cromatina. En este escenario pueden suceder los eventos A y B simultdneamente.
Modificado de Le Dily et al. 2018.

En cuanto a la regulacion de la transcripcion del PGR, se han identificado algunos
sitios distales que pueden estar asociados a ERa y a factores remodeladores de la
cromatina que favorecen su transcripcion en presencia de E2 (Bonéy-Montoya et
al., 2010). Por ello, es de importancia el estudio de la regulacién del PGR y como
se encuentra regulada su expresion en células cuya funcion depende de la P4, no
solamente a través de los mecanismos clasicos sino tomando en cuenta la topologia
del genoma. La organizacion del genoma permite la compactacion del genomay la
expresion de regiones génicas especificas dependiendo del tipo y condiciones

celulares.

En el caso del endometrio, se desconocen los cambios que la decidualizacién puede
promover en el rearreglo de la topologia del genoma. En cuanto a la expresion del

ER y del PR en la linea celular THESC, se sabe que hay una mayor expresion de
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ambos receptores al inducir a la decidualizacion utilizando E2, MPA y AMPc,
respecto a cultivos donde solo se ha utilizado MPA en combinacién con E2 o AMPc
(Logan et al., 2013). Estos resultados indican que la regulacién de la expresion del
PGR, en células estromales de endometrio, requiere de estimulos adicionales al E2.
Un modelo in vitro de células estromales utilizando los componentes que regulan la
decidualizacién podria dar una mejor aproximacion de los cambios transcripcionales

gue se producen en el endometrio durante esta etapa.
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5. Planteamiento del problema

La funcion del endometrio esta regulada principalmente por E2 y P4, las cuales
ejercen sus efectos a través de sus receptores intracelulares y actian como factores
de transcripcion y reclutan modificadores de cromatina para favorecer o reprimir la
transcripcion de los genes. Con el surgimiento de nuevas técnicas para el estudio
de la organizacion del genoma, se sabe que el DNA no tiene una organizacion
azarosa dentro del nucleo y su estructura tridimensional tiene un papel importante
en la regulaciéon de la expresion génica. La expresion del PGR, gen que codifica
para el PR, esta regulado principalmente por estrégenos. En el modelo in vitro de
células estromales la expresién del PGR requiere MPA, E2 y AMPc, moléculas

necesarias para la decidualizacion.

Hasta el momento se desconocen las interacciones del promotor del PGR con
regiones distales del genoma que se inducen ante el estimulo de decidualizacién en
células estromales de endometrio. Las asas de cromatina favorecen el contacto
entre regiones distales del genoma para regular la actividad transcripcional ya sea
promoviendo el contacto entre secuencias potenciadoras y promotores para
incrementar la expresion génica, o manteniendo la compactacion del genoma para
generar cromatina transcripcionalmente reprimida. Debido a que alteraciones en la
expresion del PGR puede conllevar a patologias del endometrio, es de interés
conocer como la arquitectura de la cromatina contribuye a la expresion del PGR a
través de interacciones con otras regiones del genoma en células estromales de

endometrio, bajo el estimulo de decidualizacién,
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6. Hipotesis

El promotor del PGR presentara mayor niamero de interacciones con regiones
distales del genoma bajo el estimulo de decidualizacién con MPA, E2 y AMPc, las

cuales estaran asociadas a una mayor transcripcion del gen.

7. Objetivos

7.1. Objetivo General

Determinar las interacciones que se generan entre el promotor del PGR y regiones
distales del genoma por accion del MPA, E2 y AMPc en células de endometrio

humano.
7.2. Objetivos Particulares

e Evaluar el nivel de expresion del PGR al utilizar E2, MPA y AMPc en cultivos de
células estromales de endometrio humano.
e Determinar in silico las posibles interacciones del promotor del PGR con

regiones distales.

27



8. Metodologia

e Cultivo Celular

Se utilizé6 un modelo in vitro de células estromales de endometrio, linea celular
THESC-CRL-4003TM (ATCC). Presentan una morfologia alargada de tipo
fibroblasto similar a las células de cultivos primario de endometrio in vivo y han sido

inmortalizadas con telomerasa transcriptasa inversa (TERT) (Fig. 8).

Fig 8. Linea celular THESC de células estromales de endometrio, obtenida a
través de microscopia de contraste de fases, observada a 10X.

El cultivo se mantuvo en cajas de 10 cm hasta alcanzar la confluencia por tres
pases, en medio DMEM/F-12 sin rojo de fenol (Gibco) suplementando con suero
fetal bovino sin hormonas (10%), antibiético/antimicético (anfotericina B (125
pHg/mL), penicilina (50 000 U/mL) y estreptomicina (50 mg/mL)(Gibco), piruvato de
sodio (1X) (Gibco), puromicina (500 ng/mL) (Sigma) e Insulina-Transferrina-Selenio

(5 pg/mL) (Corning).

Después del tercer pase, se sembraron 250,000 células en placa de 6 pozos, 3
pozos para el tratamiento de decidualizacion y 3 pozos con vehiculo. Una vez
alcanzada la confluencia del 80%, 16 h previas a dicho tratamiento se hizo el cambio
de medio a DMEM/F-12 sin rojo de fenol y sin suero fetal bovino con

antibiotico/antimicotico. Los tratamientos de decidualizacién con
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medroxiprogesterona (MPA) 1 uM, 17B-estradiol (E2) 10 nM y 8-Br-AMPc (AMPc)

0.5 mM, asi como, el vehiculo (etanol) se mantuvieron por 24 h.

e Cuantificacién de la transcripcion por RT-gPCR

La extraccion del RNA se llevé a cabo de cada pozo utilizando 700 pyL Qiazol
(QIAGEN) siguiendo el protocolo del fabricante. Las muestras de RNA total fueron
almacenadas en agua libre de RNAsas y cuantificadas por espectrofotomeria. Una
vez aislado el RNA total, la evaluacion de la integridad de las muestras se realizo
por electroforesis en un gel de agarosa al 1%. En el andlisis semicuantitavo de RT-
gPCR, se utilizaron de 1-2 yg de RNA total para generar cDNA utilizando la enzima

M-MLYV transcriptasa reversa (Invitrogen).

El ensayo de qPCR se llevoé a cabo utilizando el sistema de deteccion SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems) en el equipo BioRad CFX-96 (BioRad)
siguiendo el siguiente programa: 95°C para la activacion de la enzima DNA
Polimerasa AmpliTaq Gold y posteriormente durante 40 ciclos de 95°C por 15
segundos y 60°C por un 1 minuto. Los resultados fueron analizados mediante el
método comparativo de doble delta Ct (AA Cr). Se utiliz6 GAPDH como control de
expresion para la evaluacion de la expresion de las isoformas PR-A/B, PR-B. En la

tabla 1 se muestran los primers utilizados.

Tabla 1. Secuencia de primers que se utilizaron en las evaluaciones de gPCR

Gen Primer Forward Primer Reverse
PR-AB?! 5-GTCGAGCTCACAGCGTTTCT-3 5-TGCCCGGGACTGGSTAAATG-3
PR-B? 5-GTACGGAGCCAGCAGAAGTC-Z 5-TCTCTGGCATCAAACTCGTG-3
GAPDH? 5-GACAGTCAGCCGCATCTTCT-3 5-GCCCAATACGACCAAATCCGT-3’

1Disefiados en Primer-Blast, NCBI.
2Tomado de (Xue et al., 2007)

e Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados y graficados utilizando el software GraphPad
Prism. Los resultados se muestran como el promedio de expresién relativa * el

error estandar. La prueba estadistica t de student fue utilizada para analizar los
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grupos de estudio, considerando un valor de p<0.05 y p<0.01 como
estadisticamente significativos.
e Andlisis in silico.

Se realizd la busqueda de los posibles sitios distales de contacto respecto al
promotor del PGR. Los datos fueron cargados al visualizador gendmico de la
Universidad de California, Santa Cruz (UCSC). Se ingresaron las coordenadas de
los sitios representativos de inmunoprecipitacion de la cromatina acoplada a PCR
(ChIP-PCR) contra ERa y las interacciones representativas del experimento 3C
obtenidos por Bonéy-Montoya et al. 2010 en un modelo de células MCF7 (cancer
de mama). Asimismo, se utilizaron los datos de cultivos primarios de células
decidualizadas en el experimento de captura del promotor HiC (pcHiC) obtenidos
por Sakabe et al.2020 donde se observan las interacciones del promotor del PGR
con regiones distales del genoma. En la tabla 3 se muestran los articulos empleados
y los nimeros de acceso Gene Express Omnibus (GEO) de las muestras analizadas
en endometrio de ChIP-seq contra ERa. Las muestras con numero de serie
GSE132430 y GSE129803 se utilizaron como referencia de la presencia de ERa en
tratamiento hormonal, mientras que, los datos GSE114737 se consideraron como
los posibles sitios de union de ERa preexistentes antes de la estimulacién hormonal.
Los datos obtenidos de GEO fueron seleccionados por la similitud entre el modelo
utilizado, linea celular de endometrio o tejido de cancer endometrial, y el tratamiento
hormonal con E2. Finalmente, se analizaron los datos disponibles de ChIP-seq para
ERa en ENCODE y modificaciones de histonas, de los consorcios CEMT vy
Roadmap, asi como los datos de expresion génica por analisis de cap (CAGE) de
FANTOMS.
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Tabla 3. Datos publicos de ChlP-seq para ERa en endometrio.

Numero de Numero de Tipo de Tratamiento _
_ Referencia
Acceso (Serie) | Acceso (Muestra) muestra con E2
GSM3863225
GSM3863227
GSE132430 Células de _ (Blanchard et al., 2019)
GSM3863229 . Si
Ishikawa
GSM3863231
GSE129803 GSM3722307 (Rodriguez et al., 2020)
GSM3149094 Tejido de
GSM3149095 tumores de _
GSE114737 ] No (Singh et al., 2019)
GSM3149099 cancer de
GSM3149103 endometrio

Acoplando los datos publicos, de los consorcios y considerando los sitios de corte
de las enzimas de restriccion Hindlll y EcoRI se generaron los primers a través de
Primer-BLAST, para los sitios distales de estudio en los que podria encontrarse el
ERa y que pueden regular la transcripcion del PGR en la linea celular THESC. En

la tabla 6 se muestran los primers disefiados.
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Tabla 6. Primers disefiados para el experimento de 3C

Nombre Primer Enz_|m§1'
Restriccion

Ancla Hindll 5-GTAGGACAGAGTTAAAGGCTAGACCATC-3’

PGR-H-51 5-GATACATGGTGGATAAAGGTGCATATTCTG-3’

PGR-H-52 5-CTTTTCTTTCCAAAGGGACAACTGTCTG-3’

PGR-H-53 5-TCTAGGTATAAGAGCACTAGGCAGAAAATC-3’

PGR-H-54 5-CAGTTCTTTATTCTTTCTTTCTCCCACAGC-3 Hindlll
PGR-H-55 5-GAAATTATGGGGAAAGAGTGGGAGAAAG-3’

PGR-H-31 5-GATGAAGAGTCTAGGAAACAGTATTGCAC-3

PGR-H-32 5-GTTTAACTTACTACCAACACCCCCAAATTC-3

PGR-H-33 5-TATTTATACCCTACTTCTCAGACCACTCTC-3

Ancla EcoRI 5-TCATGTTAGGTTACTAGGATTTGGAGTTGG-3

PGR-E-51 5-GAGTGAAGAGTGTTGCATAATAACCACAG-3

PGR-E-52 5-GATACTTGTTTTGTGACCCACTACATGG-3’

PGR-E-53 5-CATTGTAAAGTGACTGGTAACAAGAGAGC-3

PGR-E-54 5-CTTTTCCCTCTGTGGATAAAATCCAAGG-3’ EcoRl
PGR-E-55 5-GTAATTTAGTTTAATGGAGTCAGCAGCCAC-3

PGR-E-31 5-CCTGTTCAAGGTAGGGAAGTGATTCATTA-3

PGR-E-32 5-GGAAGAGTGATAGGCTCTTTAGAACTTTG-3

PGR-E-33 5-CTAAGAAGTACTAAATGGCTGCTGCATAC-3

e Captura conformacional del cromosoma (3C)

Se sembraron 6 000 000 de células (Naumova et al., 2012) en cajas Petri de 15 cm.
Al alcanzar el 80% de confluencia 16 h previas a la fijacion se realizé un cambio de
medio a DMEM/F-12 sin rojo de fenol y sin suero fetal bovino con
antibiético/antimicotico. Se fijaron las interacciones entre proteina-proteina vy
proteina-DNA utilizando formaldehido al 1%, se detuvo el proceso de fijacion al
afiadir glicina a una concentracion final de 125 mM. La lisis celular se llevo a cabo
utilizando buffer de lisis celular (Tris-HCI, 10 mM pH=8.0; NaCl, 10 mM; IGEPAL,
0.2%; Inhibidor de proteasas (Roche), 1X) durante 1 h a 4°C. La cromatina fijjada
fue digerida durante 20 h utilizando 400 U de la enzima de restriccion Hindlll-HF
(NEB,R3104M) o Eco-RI-HF (NEB, R3101M) a 37°C, con una incubacioén adicional
de 2 h con 200 U extra de la enzima a 37°C al dia siguiente. Posteriormente se
utilizaron 2000 U de T4 Ligasa (NEB, M0202M), toda la noche a 16°C para la
ligacion de los productos. Posteriormente, se elimin6 el RNA al incubar el DNA con
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RNAsa A (Invitrogen), 20 mg/mL, 15 min a 37°C y se revirtio la fijacion incubando
con Proteinasa K (Invitrogen), 20 mg/mL, 20 h a 65°C. El DNA fue purificado con
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (Sigma) y evaluado a través de gPCR utilizando
el mismo sistema de deteccidén y programa que en el andlisis de expresion, variando

el niumero de ciclos (50 ciclos).

Al ser la primera vez que se implemento la técnica en el laboratorio, se
estandarizaron las condiciones para llevar a cabo la técnica de 3C. Se inici6 con la
evaluacion del tiempo 6ptimo en el que las células THESC debian permanecer con
buffer de lisis celular, para conservar Unicamente los nucleos y eliminar la mayor
cantidad de citoplasma. Al evaluar 3 diferentes tiempos, 30, 45 y 60 minutos, de
incubacion en buffer de lisis celular, el tiempo en el que se observé menor cantidad
de citoplasma en los campos estudiados fue a 60 min (Fig 9). Eliminar la mayor
cantidad de citoplasma favorece el rendimiento de la digestion, ya que, la enzima
de restriccion podra acceder mas facilmente al DNA.

Fig. 9 Estandarizacién de lisis celular. Las células THESC se incubaron a diferentes tiempos,
para eliminar la mayor cantidad de citoplasma y conservar Gnicamente los nacleos. A) 0 min, B)
30 min, C) 45 min, D) 60 min en buffer de lisis celular. Las flechas negras sefialan el nicleo.
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Posteriormente se evaluaron los tiempos de digestion enzimatica de DNA gendmico
(DNAg) v ligacion del DNA digerido a 16 y 20 h. Tomando DNA en tres puntos
diferentes del protocolo de 3C, antes de digerir, ligar y después de la ligacion, se

realizé un gel de agarosa al 0.8% para observar la calidad del DNA (Fig. 10).

En la Fig. 10A se muestra el primer tiempo de evaluacién de digestion y ligacion,
16 h., usando dos cantidades de DNA, 50 y 100 ng, respectivamente. Las diferentes
cantidades de DNA se consideraron con el objetivo de apreciar mejor el peso
molecular del DNA gendmico en los puntos antes de la digestion y después de la
ligacion y el barrido de DNA digerido. En el carril NL se observa una banda de alto

peso molecular lo que indica que el DNAg no fue digerido en su totalidad.

En la Fig. 10B se observa el DNA en el segundo tiempo de evaluacion, 20 h, al que
se le adicionaron 2 h con 200 U de la enzima de restriccion extra de digestion al dia
siguiente. Se utilizaron 50 ng de DNA, ya que fue la cantidad de DNA en la que se
observ6 mayor nitidez de las bandas en el gel de agarosa. En el carril NL se observa
una mayor digestion del DNAg y en el carril del 3C hay un mayor enriquecimiento

de la banda de DNA de alto peso molecular.

50 ng DNA 100 ng DNA 50 ng DNA

PM ND NL 3C
S e W &)

PM ND NL 3C ND NL 3C

\

Fig. 10 Estandarizacién de digestion, ligacidon y crosslinking reverso. Se evalué el DNA en tres
puntos criticos del protocolo de 3C. A) 16 h de digestion, ligacion y crosslinking reverso, B) 20 h de
digestion, ligacién y crosslinking reverso. PM, Marcador de peso molecular; ND, No digerido; NL, No
ligado.
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Se realizaron PCR de los productos finales de ligacion y del DNA extraido antes de
la digestion y de la ligacion, utilizando los primers de la tabla 2. Los primers se
encuentran en una region carente de genes y donde se han observado interacciones
en diferentes lineas celulares (Anexo |) (Naumova et al., 2012) En un gel de agarosa
al 0.8% se observa el enriquecimiento de un producto de amplificacién en el carril
de 3C, en ambas condiciones experimentales (Fig. 11). En los carriles de DNA no
digerido (ND) y no ligado (NL) se observan varios productos inespecificos de
amplificacion, en especial en el experimento 1 (Fig. 11A). La presencia de productos
inespecificos puede deberse al apreamiento y extension de ciertas regiones de los
primers con diferentes sitios del genoma. En el experimento 2 (Fig. 11B) el nimero
de inespecificos disminuye en ND y NL, y el amplicén del peso esperado, alrededor

de 200 bp, se observa Unicamente en el carril del 3C.

PM ND NL 3C

Fig. 11 Estandarizacién de 3C. Utilizando los primers de la tabla 2 se realiz6 la PCR para los diferentes

puntos de control del protocolo de 3C. A) 16 h 'y B) 20 h de digestion, ligacion y crosslinking reverso. PM,

marcador de peso molecular; ND, no digerido; NL, no ligado; N, negativo. Las flechas en negro indican el
producto esperado de amplificacion.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en las Figs 10 y 11 se siguieron las
siguientes condiciones experimentales: 1 h de lisis celular, 20 h de digestion, con

200 U extra al dia siguiente y 20 h ligacion.

Para no sobre estimar o subestimar las posibles interacciones de diversas regiones
del genoma respecto a su distancia del ancla, es decir, el promotor del PGR se
evalud la cantidad de DNA adecuada para cuantificar interacciones cercanas o
vecinas e interacciones distales. Se realiz6 la valoraciéon por PCR de diversas
cantidades de DNA iniciando con 7.5 ng y finalizando con 240 ng. Los primers
empleados como punto de referencia fueron GD6 y GD7 para sitios vecinos, ya que
no hay un corte de la enzima de restriccion entre ellos, mientras que el par GD8 y

GD14 se utilizé para analizar sitios distales (Tabla 2).

Tabla 2. Primers utilizados en la estandarizacién de 3C.

Nombre Inter:flcc.ién Secuencia Coordenadas
genémica

Primer 1 5'- GCATGCATTAGCCTCTGCTGTTCTCTGAAATC-3’ chrl1:116674676-116674707

Primer 2 cereana 5- CTGTCCAAGTACATTCCTGTTCACAAACCC-3’ chr11:116680935-116680964
GD6? 5’- GTTTAAGACCCTCAGTATACTAGTCATAGAAGG- 3’ chr16:62300941-62300973
GDT73 cereana 5-GATGCCATTTCTTATCTTGTCTTGGCAGGTC- 3 chrl6: 62309387-62309417
GD8? . 5’-GCAGCAAAGCAAACCAAAAGAACAACAGG- 3’ chrl6: 62316246-62316274
GD143 pietal 5-GTCGCCGTTGCCTTTGCAGTTTACAGTG-3’ chrl6: 62333515-62333542

STomado de (Naumova et al., 2012).

Los amplicones fueron visualizados en geles de agarosa al 0.8% (Fig. 12). En los
geles de agarosa se observa en los tres carriles de la izquierda el amplicon obtenido
con los primers vecinos, y en los tres carriles de la derecha el amplicon para los
primers distales. Los productos esperados para cada par de primers era de
aproximadamente 200 pb. En las cantidades de DNA de 7.5, 30y 60 ng (Fig. 12A,
C, D) se observo mayoritariamente un producto enriquecido cercano a 200 pb para
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los primers vecinos. En 7.5y 15 ng (Fig. 12B) con los primers vecinos se observo

mas de una banda en el gel de agarosa, no obstante, la de mayor intensidad se

encuentra en 200 pb. Para las cantidades de 120 y 240 ng, se observa un barrido

de DNA tanto en los primers vecinos como en los distales (Fig. 12E y F).

En algunos carriles de la Fig. 12 en las cantidades méas bajas de DNA se observan

productos inespecificos de amplificacion, estos pueden deberse a un alineamiento

inespecifico de los primers o a dimeros de primers. A su vez, la intensidad de la

banda del producto esperado se pierde conforme se aumenta la cantidad de DNA,

ocasionado probablemente por la presencia de diversos compuestos acarreados

durante el protocolo de 3C que pueden impedir la amplificacion adecuada del DNA.

C

PM 7.5ng PM 15 ng PM 30 ng
! : -
- ! - - — — -_— ! ! o P
- e - - -

PM 60 ng PM 120 ng F P™m 240 ng

e . ‘
B £ -

- — > p—

= Primers vecinos

= Primers distales

Fig. 12 Evaluacion de diferentes cantidades de DNA con primers vecinos y distales. A) 7.5 ng, B) 15
ng, C) 30 ng, D) 60 ng, E) 120 ng, F) 240 ng. Los primeros tres carriles muestran el amplicon con los
primers GD6 y GD7 (linea roja), los siguientes tres carriles muestran el amplicon con primers GD8 y GD14
(linea azul). PM, marcador de peso molecular. El triAingulo negro indica el peso molecular esperado.
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Si bien los primers distales mostraron productos de amplificacién con las cantidades
mas bajas de DNA, ninguno de ellos se encuentra en el peso esperado para el
amplicon. Este hallazgo puede deberse a que la interaccién entre los primers GD8

y GD14 no se conserve en células estromales de endometrio

Para descartar la posible presencia de inhibidores de la PCR en la evaluacién de
las cantidades de 120 y 240 ng de DNA (Fig. 12E y F) se aumentd el volumen final
de reaccion de PCR. Los productos finales fueron analizados nuevamente en geles
de agarosa al 0.8% (Fig. 13). Con ello, se aprecia el amplicén generado por los
primers vecinos con un peso de 200 pb, aunque para los primers distales no hay un
enriquecimiento del producto esperado. De acuerdo con los resultados obtenidos
en la Fig. 12A, se utilizaron 7.5 ng de DNA como control positivo para la evaluaciéon

de ambos pares de primers.

A PM 240ng 120 ng 7.5ng B PM 240ng 120 ng 7.5ng
. T
\ W
=
> i P | " i
.- - — -
@ -

Fig. 13 Evaluacién de productos de amplificacién de 240, 120y 7.5 ng DNA. A) Primers
vecinos. B) Primers distales. PM, marcador de peso molecular. El triAngulo negro indica el peso
molecular esperado.

Posteriormente se evaluaron los primers vecinos GD6 y GD7, al ser los unicos que
mostraban un amplicén alrededor de 200 pb (Fig.14). En todas las cantidades de
DNA analizadas, a excepcion de 60 ng, existen dos productos de amplificacion. La
banda superior es el producto de PCR esperado, mientras que, probablemente la

banda inferior sea un subproducto de dimerizacion de primers.

38



7.5 ngA 15 ng 30 ng 60 ng 120 ng 240 ng

- L e e e e == 0T W emmw
- s -— .~-

Fig. 11 Productos de amplificacion utilizando los primers GD6 y GD7 (primers vecinos).

Se realizaron 3 réplicas técnicas de la PCR por cada cantidad de DNA evaluada identificadas

con una linea horizontal. A) 7.5 ng y 15 ng de DNA. B) 30 ng y 60 ng de DNA. C) 120 y 240 ng
de DNA.
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9. Resultados

e Expresion relativa del PGR.

Para comprobar que la expresion del PGR en la linea celular THESC es regulada
por hormonas sexuales, se realizd el ensayo de decidualizacion con MPA, E2 y
AMPc (n=3). Después de 24 h de tratamiento hormonal se observé un aumento en
la expresion del PGR total, es decir PR-AB, y de la isoforma PR-B al compararlas
con el vehiculo (Fig. 12). Se observé un aumento significativo en la expresion de

ambas isoformas del PGR en respuesta al tratamiento de decidualizacion.
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Fig 12. Regulacion de la expresion de PR total y PR-B con tratamientos de decidualizacién en la
linea celular THESC. Se muestran los niveles de expresiéon del PGR total (PR AB) y de la isforma B (PR
B) normalizados respecto a la expresion de GAPDH con tratamiento de deciualizacién (MPA, E2 y AMPc)

durante 24 h (n=3). Los resultados se presentan como el promedio * error estandar. *P<0.05, **P<0.01

e Evaluacion in silico de los sitios distales al promotor del PGR.

Con el fin de determinar las posibles regiones distales que podrian controlar la
expresion del PGR, se realiz6 un andlisis in silico de datos publicos de topologia del
genoma, asi como de ChIP contra ERa, en una region 650 kb (kilobase) rio arriba
del promotor y 130 kb rio abajo del promotor. En la Fig 13. se muestran sombreadas
en gris las ocho regiones seleccionadas como posibles reguladoras de la

40



transcripcion del PGR y resaltada en amarillo la region del promotor. En el panel
superior de la Fig. 13 se muestran las regiones rio arriba del promotor con las que
existe un contacto, evaluadas con la técnica de 3C, en un modelo de células MCF7
estimuladas con E2. Las cinco regiones presentan la asociacion de ERa como se
observa en el ensayo de ChIP panel inferior. En el panel de en medio, se indican
los diez contactos obtenidos, a través de pcHIC, entre el promotor del PGR y
regiones distales en cultivos primarios de células estromales aisladas de la decidua
parentalis de placenta, expuestas a un protocolo de decidualizacién con MPA y
AMPc. De los contactos encontrados por este método, Unicamente las regiones
sombreadas en gris 6,7,8 coinciden con los reportados en células MCF7 a través de
3C. En el panel inferior se encuentran los datos de ChIP-gPCR o ChiIP-seq de las
muestras de GEO contra ERa. Los dos experimentos de ChlP-seq en células de
Ishikawa con tratamiento de E2 muestran una asociacion de ERa en siete de las
ocho regiones sombreadas en gris. Por el contrario, en las muestras de cancer de
endometrio donde no existe un estimulo previo de E2, solo en las regiones 2, 4, 5,
8 hay una asociaciéon constante de ERa en las cuatro muestras. En la region del
promotor Unicamente una de las muestras de tejido de cancer de endometrio mostré
una asociacion de ERa, mientras que en la linea celular Ishikawa, un modelo mas

cercano a THESC, dos muestras presentan la union de ERa.
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Fig. 13 Visualizacion de datos publicos de la regién chr11:100,850,356-101,643,650 en UCSC Genome Browser. En los primeros dos
paneles se muestran las regiones de contacto entre el promotor del PGR y regiones distales. En el segundo panel las lineas en rojo
son regiones de contacto donde se encuentra asociado ERa en diferentes muestras. El tercer panel muestra los datos de ChIP-seq
para ERa. La primera columna del lado izquierdo indica las lineas celulares o tejidos utilizados y los tratamientos correspondientes
cuando aplique. La segunda columna indica los nimeros de acceso de GEO (se asigné un color diferente para cada muestra) o los

experimentos realizados para la visualizacién de los datos. Resaltado en amarillo se muestra el promotor del PGR y en gris las
regiones a estudiar. En la parte superior se muestran las regiones a estudiar numeradas. E2, estradiol; MPA, medroxiprogesterona;
AMPc, adenosin monofosfato ciclico.

En la Fig. 14 se observan los datos obtenidos de ENCODE para ChIP-seq contra
ERa, después del estimulo con E2. En las células derivadas de endometrio,
Ishikawa y ECC-1, se observa la union del ERa en las ocho regiones sombreadas
de gris. En las lineas celulares de cancer de mama MCF7 y T47D se ha detectado
la presencia de ERa en todas las regiones sombreadas en gris, excepto en la
namero 4. Las muestras denominadas como “Txn Factor ChIP” y “Txn Factor ChIP
E3” indican la sefal obtenida de lineas celulares T47D, Ishikawa y ECC-1. De
acuerdo a estas muestras las regiones con mayor probabilidad de encontrar a ERa
son: 1,2,4,5,6 y 8. En ninguna de las muestras obtenidas por ENCODE existe la
sefal para ERa en la region del promotor, sefialada con amarillo, sin embargo, esta
region junto con la region 8, son sensibles a DNAsa lo que indica que son zonas de

cromatina abierta para favorecer la transcripcion.
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Fig. 14 Visualizacion de datos de ENCODE para la regién chr11:100,850,356-101,489,081 en UCSC Genome Browser. Se muestran
los sitios de unidn de ERa en las lineas celulares de cdncer de endometrio, Ishikawa y ECC-1, y cancer de mama T47D y MCF7. En la
parte inferior se muestras los sitios sensibles a DNAsa, a mayor intensidad de la banda mayor sensible es la region a la enzima.
Resaltado en amarillo se muestra el promotor del PGR y en gris las regiones seleccionadas a estudiar. En la parte superior se
muestran las regiones a estudiar numeradas.

La Fig 15. muestra las marcas epigenéticas para la region de estudio obtenidas de
diferentes consorcios. Para CEMT se muestras las modificaciones de histonas
H3K27ac, de color azul, en la region del promotor, mientras que la marca H3K4mel,
de color naranja, ademas de estar presente en la region del promotor se encuentra
en las regiones de estudio 2,7,8. Por otro lado, FANTOM5 muestra las posibles
regiones potenciadoras y los sitios del genoma que interaccionan entre si en
diversas lineas celulares. En la zona de estudio, las regiones 3 y 8 estan marcadas
como posibles secuencias potenciadoras y la region del promotor esta
interaccionando con la regién 3. Finalmente, Roadmap, estudia modificaciones
epigenéticas en diferentes tejidos, el tejido con mayor similitud al endometrio en
Roadmap es el ovario. Unicamente se detecta la marca H3K27ac en la region del
promotor del PGR. El algoritmo chromHMM, localizado al final de la Fig. 15, permite
asignar diferentes anotaciones al genoma dependiendo de las marcas epigenéticas
encontradas en el tejido. La region sombreada en amarillo presenta marcas

caracteristicas de promotor. Las regiones de estudio 2 y 8 son posibles secuencias
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potenciadoras mientras que en la region 3 se pueden asociar proteinas con dedos

de zinc.
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Fig. 15 Modificaciones epigenéticas en la region chr11:100,850,356-101,489,081. Del lado izquierdo se muestran los consorcios
utilizados, para determinar posibles regiones potenciadoras se utilizaron los datos de ChIP-seq de CEMT para las marcas de
cromatina H3K27ac (azul) y H3K4mel (naranja). Datos de CAGE del consorcio FANTOMS. En Roadmap se utilizaron datos de ovario
para visualizar las marcas H3K27ac (rosa) y H3K4me1 (naranja), asi como el algoritmo chromHMM destacando los estados de
cromatina: sitios de inicio de transcripciéon (rojo), secuencias potenciadoras (amarillo), sitios de unién a proteinas con dedos de zinc
y repetidos (azul claro), zonas transcripcionalmente activas (verde). Resaltado en amarillo se muestra el promotor del PGR y en gris
las regiones a estudiar. En la parte superior se muestran las regiones a estudiar numeradas.

Para evaluar las posibles interacciones entre los ocho sitios seleccionados y el
promotor del PGR se debe llevar a cabo la técnica del 3C. En la Fig. 16 se muestran
los primers disefiados para 3C al utilizar dos diferentes enzimas de restriccion EcoRlI

y Hindlll en las regiones de estudio.
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Fig. 14 Diseiio de primers

para 3C. A) Visualizacién de la regién chr11:100,850,356-101,489,081. Se muestran las regiones para las

cuales se disefiaron primers para las enzimas de restriccion EcoRl y Hindlll. B) Un acercamiento en la zona que incluye al promotor

del PGR (chr11:100,988,2

44-101,017,014) sefiala la posicidn de los primers disefiados (barras moradas) para el sitio de restriccion

mas cercano (barras negras). Resaltado en amarillo se muestra el promotor del PGR y en gris las regiones a estudiar. En la parte

superior se muestran las regiones a estudiar numeradas.



10. Discusion

El endometrio es la capa que recubre el interior del Utero, el E2 regula el crecimiento
del tejido, mientras que, la P4 modula su diferenciacién. (Marieb, 2008; Simoén,
2009; Bieber, 2010). Si se produce la fecundacion del évulo, su funcién principal es
proveer el ambiente adecuado para la adherencia y desarrollo del blastocisto, en
caso de no presentarse la fecundacion el endometrio se desprende del Utero en
cada ciclo menstrual, dando lugar a la menstruacién (Esponera Sanz, 1997; Mazor
y Kurman 2007; Filicori 2015). Para que el endometrio sea receptivo al blastocisto
debe presentar cambios morfoldégicos y bioquimicos conocidos como
decidualizacién en las células estromales (Su y Fazleabas, 2015; Okada et al.,
2018). De forma natural, la decidualizacion se desencadena por accion de la P4
que, al unirse a su receptor, PR, actia como factor de transcripcion para inducir la
expresion de sus genes blanco (Young, 2013; Camacho-Arroyo et al., 2017). En
modelos in vitro ademas de P4 es necesario utilizar E2 y AMPc para inducir a la
decidualizacién (Jiang et al., 2015; Liang et al., 2018; Haller et al., 2019; Szwarc et
al., 2019). La adicion del AMPc ejerce acciones de segundo mensajero para activar
genes necesarios en la decidualizacion (Gellersen y Brosens, 2014; Yoshie, et al.,
2015). ElI E2 al unirse a su receptor ERa, es el principal inductor de la transcripcion
del PGR, gen que codifica para el PR (Nilsson et al., 2001; Xu et al., 2004). Sin
embargo, en la region del promotor para PR-B Unicamente existe medio ERE
imperfecto y para PR-A medio ERE, lo que sugiere que ERa debe encontrarse en
secuencias potenciadoras distales al promotor para promover la transcripcion del

gen (Camacho-Arroyo et al., 2017).

La linea celular utilizada fue THESC, la cual presenta células estromales de
endometrio sano inmortalizadas. En los ensayos de expresion del PGR en THESC
ante el estimulo de decidualizacién, se observa un aumento significativo tanto en la
expresion total (PR-AB), como en la isoforma PR-B. No obstante, se observa un
mayor incremento en la expresion de PR-B que de PR-AB, a diferencia de lo
observado por (Logan et al., 2013) donde la inducciéon de ambas isoformas, es
similar. La diferencia entre ambos estudios podria deberse a la region en la que se

localizan los primers de expresion. Los primers de Logan y colaboradores para
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detectar ambas isoformas (PR-AB) y para PR-B, se encuentran en el exon 1. PR-A
carece de AF3, por ello disefiar ambos primers en esta region impediria la deteccion
indirecta de PR-A. En el presente estudio los primers para PR-AB fueron disefiados
en el exén 7 del PGR, el cual se comparte entre PR-A y PR-B. Otro aspecto a
considerar es la eficiencia de los primers para amplificar cada producto, sin
embargo, al evaluar la eficiencia de los primers ambos presentan eficiencias
similares (Anexo I). En endometrio la isoforma predominante es la PR-B, se conoce
que las diferentes isoformas pueden regular diferentes genes en endometrio
durante la decidualizacién (Kaya et al., 2015). En cultivos primarios de células
estromales de endometrio se ha sugerido la regulacion de la PR-A a través de PR-
B al encontrarse asociado en la zona del promotor de PR-A (Kaya et al., 2015). En
el modelo in vitro de THESC, PR-B podria regular negativamente la expresion de
PR-A durante la decidualizacion, disminuyendo asi los niveles de expresién totales
del PR-AB, lo que explicaria la presencia mayoritaria de PR-B en endometrio. Para
evaluar la funcionalidad de PR-B durante la decidualizacion en el modelo THESC,
podria llevarse a cabo un knock down de PR-A y llevar a cabo un co-cultivo de las
células silenciadas con una linea celular de trofoblastos, ademas de evaluar los

genes mas relevantes para la decidualizacién regulados por cada isoforma.

Aunque se sabe que el PGR es regulado principalmente por los estrogenos, a través
de ERa ensayos de ChIP no han demostrado la presencia de ERa en el promotor
del PGR, pero si en sitios distales al mismo. (Fullwood et al., 2009; Bonéy-Montoya
et al., 2010). En diversos modelos celulares se ha comprobado que el ERa activa la
transcripcion al unirse preferentemente a secuencias potenciadoras en vez de los
promotores de sus genes blanco (Fullwood et al., 2009; Carleton et al., 2020; Farcas
et al., 2021). Poco se ha investigado de como la topologia del genoma influye en la
expresion del PGR. El grupo de investigacion de (Bonéy-Montoya et al., 2010)
fueron los primeros en estudiar la regulacion del PGR a través de regiones distales
en las cuales se encontraba asociado ERa, en un modelo de células MCF7,
caracterizando 5 regiones de contacto significativas en presencia de E2. En un
estudio reciente sobre partos pretérmino (Sakabe et al., 2020) se estudio la

interaccién de los promotores con regiones distales del genoma a través de la
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técnica pcHIC después de la induccién a la decidualizacién con MPA y AMPc. En
este ultimo estudio, el promotor del PGR present6 diez interacciones con regiones
distales, tres de las cuales (region 6, 7,8) coinciden con lo evaluado a través de 3C
por el grupo de Bonéy-Montoya. Establecer estos tres sitios como regiones de
contacto con el promotor del PGR, utilizando técnicas con diferente resolucion,
sugiere que pueden ser importantes para la transcripcion del gen, ya que, en ellas
se encuentra ERa aun en ausencia de E2. Aunque la region 5 presenta la unién de
ERa en diversos modelos celulares, su contacto con el promotor del PGR no es
observado en células de endometrio decidualizadas a diferencia del modelo MCF?7.
El contacto entre la region 5 y el promotor del PGR puede encontrarse regulada
exclusivamente por E2 y por ello ni el MPA o AMPc pueden favorecer esta union.
No obstante, este contacto podria ser exclusivo de cancer de mama, lo que indicaria
una regulacion especifica del gen en diferentes tejidos.

En otros estudios en lineas celulares de endometrio (Blanchard et al., 2019;
Rodriguez et al., 2020) y en tejido endometrial (Singh et al., 2019) se ha encontrado
la asociacion de ERa en presencia y ausencia de E2. El hallazgo de ERa coincide
en todas las regiones, excepto la numero 3, entre los datos obtenidos de GEO y los
reportados en ENCODE en las lineas celulares Ishikawa y ECC-1. Tomando en
cuenta la presencia ERa y la interaccidon del promotor con las regiones 2, 5,6, 7y 8
se puede especular que existen asas de cromatina entre el promotor y las regiones
5y 2 en ausencia de estroégenos, las cuales podrian conservarse al afiadir E2 y
nuevas asas se formaran ante el estimulo con las regiones 6, 7 y 8. El ERa inactivo
puede ser desplazado por la forma activa del receptor una vez que se ha unido a su
ligando y asi reclutar remodeladores de la cromatina para favorecer la apertura de
la cromatina y el anclaje de la maquinaria transcripcional como sucede con otros SR
(Camacho-Arroyo et al., 2017; Le Dily y Beato, 2018). Las probables regiones que
intervienen en la expresion del PGR y se conservan en otras lineas celulares
reguladas por hormonas, como T47D y MCF7, son 2, 5, 6, 7y 8, ya que, en los
datos de ENCODE se ha localizado a ERa en dichas zonas. Estas regiones podrian
ser secuencias potenciadoras canonicas del PGR independientemente del tejido en

el que se exprese, mientras que, las regiones 1y 4 podrian ser tejido especifico de
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endometrio, asi como la regién 3 podria regular su expresion Unicamente en cancer

de mama.

En cuanto a las modificaciones epigenéticas en las zonas seleccionadas, la marca
H3K4mel asociada a secuencias potenciadoras se encuentra en las regiones 2, 7
y 8, a su vez la region 8 tiene una alta sensibilidad a DNAsa, por lo que podrian ser
probables secuencias potenciadoras del PGR. Por cercania lineal en el genoma, la
region 8 podria regular a TRCP6, sin embargo, se ha comprobado que la expresion
de TRCP6 es independiente de hormonas y la region 8 tiene mayor probabilidad de
regular la transcripcién del PGR (Bonéy-Montoya et al., 2010). De acuerdo con los
datos de FANTOMS5, la regién 3 posee caracteristicas de secuencia potenciadora y
podria estar en contacto con el promotor del PGR, sin embargo, esta region
presenta mayor asociacion de ERa en las lineas celulares de cancer de mama. La
regién 3 es ademas una zona de repetidos y un sitio de union para proteinas con
dedos de zinc por lo que estas proteinas podrian reclutar otros co-reguladores como
remodeladores de la cromatina, lo que podria regular la transcripcién del PGR por

un factor de transcripcion diferente a ERa.

La conformacion espacial del genoma dentro del nucleo desempefia un papel
importante en la regulacion de la expresion génica (Cavalli y Misteli, 2013; Le Dily y
Beato, 2018). En la linea celular THESC se desconoce la influencia de la topologia
del genoma en la expresion del PGR. Para conocer si estas regiones tienen un
contacto previo a la activacion hormonal o su contacto es establecido de novo es
necesario realizar un perfil de 3C para comparar las interacciones en ausencia y
presencia del estimulo hormonal. Se inicié con la estandarizacion de la técnica 3C
y se disefiaron los primers para dos enzimas de restriccion, EcoRI y Hindlll, en las
8 regiones de interés en las que podria estar ERa o que de acuerdo con sus

caracteristicas epigenéticas podrian regular la transcripcion del PGR.
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11.Perspectivas

Para esclarecer la regulacion del PGR por ERa a través del contacto con regiones
distales del genoma es necesario llevar a cabo experimentos derivados de la técnica
de 3C, asi como, ensayos de ChlIP contra ERa en presencia y ausencia de
hormonas esteroides. Determinar la influencia de estas zonas, en especial las
regiones 6 y 8, donde se encontré6 a ERa en todas las lineas celulares, en la
transcripcion del PGR podria evaluarse a través de ensayos de mutacion por
vectores o con ensayos de CRISPR-Cas9. Evaluar la influencia de la region 2 en la
transcripcion del PGR requiere de una mutacion mas especifica, ya que, esta region
se encuentra en el cuerpo del gen. El método de CRISPR-Cas9 podria insertar la
mutacion que impidiera la posible interaccion de esta region con su promotor, pero
sin interferir con la estructura de la proteina al insertar mutaciones silenciosas que
generen los mismos aminoacidos o aminoacidos de naturaleza similar. Asi la
disminucién de la actividad del PR seria por la disminucion de su expresion,

evitando un mal plegamiento de la proteina.

La regulacién del PGR a través de la topologia tridimensional del genoma es
relevante, debido a que la P4 actla a través del PR para inducir la decidualizacion
del endometrio, transicion necesaria para la correcta adhesion del blastocisto al
endometrio en las etapas tempranas del embarazo. Ademas, la organizacion del
genoma dentro del ndcleo podria contribuir a establecer la patogénesis de
enfermedades reproductivas como: endometriosis, cancer de endometrio,
infertilidad o abortos recurrentes por una transicion inadecuada a la decidualizacion

del endometrio.

12.Conclusiones
1. EIPGR se expresa en células THESC ante un estimulo de decidualizacion.
2. El analisis in silico demostro que existen 8 regiones distales al promotor del
PGR en las que se encuentra unido el ERa y podrian funcionar como

secuencias potenciadoras regulando la transcripcion del gen.
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Anexo |. Figuras complementarias
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Fig. 1. Eficiencia de alineamiento de primers de expresiéon. A) Gréfica de eficiencia de primers para PR-
AB (azul), PR-B (rojo) y GAPDH (naranja) se muestra el Ct de amplificacién vs logaritmo de la concentracion
de DNA. B) Porcentajes de eficiencia obtenidos mediante el método E = 10 V™ donde E es la eficienciay m

la pendiente obtenida en la grafica de la izquierda. Para obtener el valor en porcentaje se realizé el calculo

% = (E * 100)/2
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Fig. 2. Localizacién de los primers para la estandarizaciéon 3C. A) Visualizacion de la region
chrl6:59,343,705-65,199,412 donde se muestra la localizacién de los primers utilizados en la estandarizacién B)
Al hacer un acercamiento a la regién chr16:62,291,279-62,337,862 se observan los sitios de restriccion
cercanos a la posicion de los primers asi como la distancia que existe entre los primers para evaluar sitios
cercanos (8 kb) y distales (17 kb)

58



Retis-Resendiz et al. Clin Epigenet ~ (2021) 13:116

https://doi.org/10.1186/513148-021-01103-8 Clinical EpigenEtiCS

REVIEW Open Access

: : : ®
The role of epigenetic mechanisms i

in the regulation of gene expression
in the cyclical endometrium

Alejandra Monserrat Retis-Resendiz'", Ixchel Nayeli Gonzalez-Garcfa'’, Moisés Ledn-Juarez?,
Ignacio Camacho-Arroyo', Marco Cerbén' and Edgar Ricardo Vazquez-Martinez'”

Abstract

Background: The human endometrium is a highly dynamic tissue whose function is mainly regulated by the ovarian
steroid hormones estradiol and progesterone. The serum levels of these and other hormones are associated with
three specific phases that compose the endometrial cycle: menstrual, proliferative, and secretory. Throughout this
cycle, the endometrium exhibits different transcriptional networks according to the genes expressed in each phase.
Epigenetic mechanisms are crucial in the fine-tuning of gene expression to generate such transcriptional networks.
The present review aims to provide an overview of current research focused on the epigenetic mechanisms that
regulate gene expression in the cyclical endometrium and discuss the technical and clinical perspectives regarding
this topic.

Main body: The main epigenetic mechanisms reported are DNA methylation, histone post-translational modifica-
tions, and non-coding RNAs. These epigenetic mechanisms induce the expression of genes associated with tran-
scriptional regulation, endometrial epithelial growth, angiogenesis, and stromal cell proliferation during the prolifera-
tive phase. During the secretory phase, epigenetic mechanisms promote the expression of genes associated with
hormone response, insulin signaling, decidualization, and embryo implantation. Furthermore, the global content of
specific epigenetic modifications and the gene expression of non-coding RNAs and epigenetic modifiers vary accord-
ing to the menstrual cycle phase. In vitro and cell type-specific studies have demonstrated that epithelial and stromal
cells undergo particular epigenetic changes that modulate their transcriptional networks to accomplish their function
during decidualization and implantation.

Conclusion and perspectives: Epigenetic mechanisms are emerging as key players in regulating transcriptional net-
works associated with key processes and functions of the cyclical endometrium. Further studies using next-genera-
tion sequencing and single-cell technology are warranted to explore the role of other epigenetic mechanisms in each
cell type that composes the endometrium throughout the menstrual cycle. The application of this knowledge will
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definitively provide essential information to understand the pathological mechanisms of endometrial diseases, such
as endometriosis and endometrial cancer, and to identify potential therapeutic targets and improve women's health.

Keywords: Endometrium, Epigenetic, Proliferative phase, Secretory phase, Sex hormones, Endometrial disease

Background

The endometrium is one of the most dynamic tissues
in the human body as it undergoes periodic changes of
regeneration, cell proliferation, differentiation, and apop-
tosis every 28 days [1]. This tissue is composed of luminal
and glandular epithelial cells, stromal cells, immune cells
such as lymphocytes and macrophages, endothelial cells,
smooth muscle cells, and a recently uncharacterized type
of ciliated epithelial cells [2]. The endometrium is one of
the most responsive tissues to ovarian steroid hormones.
In consequence, the phases of the endometrial cycle
coordinate with phases of the ovulation cycle. The terms
endometrial cycle and ovulation cycle refer to the men-
strual cycle depending on the tissue/organ being studied.
The endometrial cycle can be divided into the menstrual
phase, the proliferative phase that corresponds to the
follicular phase in the ovulation cycle, and the secretory
phase that corresponds to the ovarian luteal phase. In
turn, the phases of the endometrial cycle are subdivided
into early, mid and late proliferative phases and early,
mid, and late secretory phases according to histological
evaluation [3]. In each menstrual cycle, the endometri-
um’s functional layer is shed if embryo implantation does
not occur and is restored within two weeks [4]. Unless
otherwise indicated, from now on we will refer to the
menstrual cycle as the endometrial cycle as we will focus
on the changes that occur in the endometrium through-
out the menstrual cycle.

The average duration of the menstrual cycle is 28 days;
nevertheless, it is important to bear in mind that most
women experience cycles within a range between 21 and
35 days. The proliferative phase occurs from day 4 to day
14 of the cycle, in which plasma levels of estradiol will
increase, reaching their highest levels before ovulation
[4]. The increasing amount of estradiol secreted by the
ovarian follicles promotes the growth (proliferation) of
endometrial glands and stroma; also, there is an increase
in the depth of the spiral arteries that supply the endo-
metrium [5]. During this phase, the events that occur
include repair of the endometrium surface, proliferation,
angiogenesis, vasculogenesis, and extracellular matrix
remodeling [4—6].

The secretory phase occurs after ovulation, from day
14 to 28. This phase is characterized by a slight decrease
in plasma estradiol levels and a dramatic increase in pro-
gesterone levels, leading to a high progesterone to estra-
diol ratio. During the secretory phase, the endometrium

increases its vascular supply, stimulates more mucous
secretion, and stops proliferation [7, 8]. At this phase, the
endometrium also undergoes a series of transformations
to achieve a receptive state for implantation in a process
called decidualization [9]. Decidualization is the proges-
terone-induced transformation of endometrial stromal
cells (ESC) into decidual stromal cells (DSC). During
this process, the development of the endometrial glands,
energy storage in glycogen, and spiral arteries remodeling
are observed [6, 10]. Another important characteristic of
this phase is the creation of an appropriate environment
for blastocyst implantation [6, 10, 11]. If implantation
does not occur, estradiol and progesterone levels decline
rapidly at the end of the secretory phase, leading to con-
striction of the spiral arteries, ischemia, and cell death of
the functional layer, which in turn causes the shedding of
the endometrium [6—11]

The cellular processes that occur during the endome-
trial cycle are regulated in part by estrogens and proges-
terone and are associated with specific transcriptional
profiles necessary for the proper function of the endo-
metrium [3]. Importantly, these transcriptional profiles
are regulated in part by epigenetic mechanisms [12]. Epi-
genetics has been classically defined as heritable mitotic
and meiotic changes in gene function that cannot be
explained by modifications in the DNA sequence [13].
Epigenetic mechanisms regulate gene expression tempo-
rally and spatially [14] and are involved in fundamental
processes like cellular identity, development, homeosta-
sis, and diseases [15]. Epigenetic processes include DNA
methylation, histone post-translational modifications
(PTMs), chromatin structure, and non-coding RNAs.
Chromatin remodeling is necessary to induce specific
transcriptional networks by sex hormones throughout
the endometrial cycle [16, 17]. The present review aims
to provide an overview of current research focused on
the epigenetic mechanisms that regulate the function of
the cyclical endometrium and discuss the perspectives
regarding this topic. We performed a comprehensive
review of the literature available in PubMed written in
English up to 2020. We used keywords related to DNA
methylation, histone post-translational modifications,
long ncRNAs, and micro-RNAs, and their combination
with the terms “endometrium” and “menstrual cycle” The
information included in the present study refers to the
data obtained from healthy subjects (non-pathological
endometrium) unless otherwise indicated.
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Transcriptional changes of coding genes

in the endometrium during the endometrial cycle
Over the past 20 years, it has been demonstrated that
thousands of coding genes change their expression levels
in the endometrium throughout the endometrial cycle
[2, 18-26]. Although it has been challenging to obtain
reproducible results between different studies due to
technical and sample limitations, knowledge about the
transcriptional networks that mediate functional changes
in the endometrium has considerably increased. For
example, a recent study has provided fundamental infor-
mation about the transcription profile of each cell type
that composes the endometrium by single-cell transcrip-
tomic analysis throughout the endometrial cycle [2]. This
section summarizes the main findings of selected studies
that have reported changes in the expression of coding
genes related to endometrial function in different phases
of the endometrial cycle. For a comprehensive review
of transcriptional changes during the endometrial cycle
refer to the reviews of [25, 27]. Note that changes in the
expression profile of a particular phase are referred to the
other phases unless otherwise indicated.

Expression of essential genes for endometrial function
Cellular processes carried out during the proliferative
phase are mediated in part by the functional products
of IGF-1 and ESRI genes, whose expression reaches
the highest levels during the late proliferative phase of
the endometrial cycle [28, 29]. Insulin-like growth fac-
tor 1 (IGF-1) is secreted by stromal cells and binds to its
receptor (IGF1R) in the epithelium to activate the phos-
phoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT pathway and pro-
mote proliferation [30-32]. In the breast cancer MCF7
cell line, estrogen receptor alpha (ERa) has been shown
to induce proliferation through the ERK/MAPK pathway
[33]. Moreover, estrogens induce the expression of pro-
gesterone receptor (PGR) through ERa, which binds to
the regulatory regions of the progesterone receptor gene
(PGR) to induce its expression in a mouse embryonic
hypothalamic cell line [34]. Cellular proliferation and
induction of PGR expression are also key processes in the
endometrium regulated by ERa [29].

During the secretory phase, endometrial epithelial cells
enter a hypersecretory state to provide the necessary
nutrition for embryo survival [35]. The major changes
in gene expression observed during the secretory phase
occur around implantation. The implantation is a com-
plex progesterone-dependent event that involves several
biological processes that occur in a coordinated fashion
in the endometrium, such as cell adhesion, cell growth,
differentiation, and signal transduction [23, 35]. In a
recent study, progesterone has been shown to regulate
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pathways related to the inflammatory response, xeno-
biotic metabolism, cell death, epithelial-mesenchymal
transition and estrogen response during the window of
implantation [36]. The implantation-associated gene
clusters include several genes encoding growth factors,
such as TGFa and PIGF. Transforming growth factor alfa
(TGFa) mediates various cellular processes, including
proliferation, migration, adhesion, and differentiation.
Placental growth factor (PIGF) is necessary for the adhe-
sive capacity of the endometrium epithelium and blas-
tocyst growth [23, 37-39]. Lai et al. have revealed that
endomucin, an L-selectin ligand, is downregulated in the
early secretory endometrium, which may influence endo-
metrial receptivity [40, 41].

In the menstrual phase, the expression of genes encod-
ing inflammatory cytokines, enzymes involved in eicosa-
noid biosynthesis, and immunomodulators (and their
receptors) is increased compared to the proliferative and
secretory phases. Genes encoding angiogenic modula-
tors, hypoxia-induced proteins (such haem oxygenase-1,
adrenomedullin, vascular endothelial growth factor
(VEGF), cysteine-rich angiogenic inducer 61 (CYR61),
and hypoxia-induced protein-1, and matrix metallopro-
teases are also highly expressed in the menstrual phase
[25, 29, 42, 43].

Endometrial functions revealed by transcriptome analysis
Microarray analysis has shown that some genes, includ-
ing TGFB2, MT2A, F2RL2, PLIN2, and CCLIS8, are
upregulated during the early proliferative phase. These
genes are required for the regeneration of the func-
tionalis layer of the endometrium after menstrua-
tion [44]. During the mid-proliferative phase, genes
involved in cell renewal processes such as cell prolif-
eration, cell survival, and regulation of differentiation
(such as IHH, SERP4, PGR, SNRDI4E, and GSTM1) are
upregulated [44]. During the late proliferative phase, the
upregulation of AGTR2, HMGIC, C9orf131, SNORA23,
and CRIMI genes is associated with cell growth inhibi-
tion, extracellular matrix remodeling, and cellular differ-
entiation [45]. Interestingly, Petracco et al. identified low
expression levels of genes that are related to natural killer
(NK) cells function, such as KIR2DL3 and KLRC3, at the
late proliferative phase, suggesting a decreased immune
response mediated by NK cells at this phase of the endo-
metrial cycle, which is consistent with the modulation
of the immune response to favor embryo implantation
[44, 46]. Besides, genes involved in tissue remodeling,
such as MMP26 and TFF3, cell differentiation, such as
HOXA10 and HOXA11, vasculogenesis, such as GJB6,
HOXB?7, and sFRP, and angiogenesis, such as CXCR4,
CDHS5, ENG, and PECAM]1, are upregulated during the
proliferative phase [22, 47, 48].



Retis-Resendiz et al. Clin Epigenet (2021) 13:116

The expression profiles of coding genes have also been
studied by next-generation sequencing in the prolifera-
tive endometrium [25]. We have performed a functional
enrichment analysis of the data from Sigurgeirsson,
et al. by the g:Profiler software [49] and the top ontol-
ogy terms of the overexpressed genes during the prolif-
erative phase (top differentially expressed genes with a
fold change > — 2.00 from the original data) are related to
extracellular matrix and cell cycle processes. This infor-
mation is consistent with the above-mentioned studies
and the single-cell transcriptomic study in which cell
cycling was elevated in unciliated epithelia and stromal
fibroblasts [2]. Furthermore, by using single-cell tran-
scriptomic analysis, it has been confirmed that the prolif-
erative phase is divided into two transitional phases and
that luminal epithelia and glandular epithelia differ by the
enrichment of overexpressed genes during this stage, the
former by expressing genes related to the development
of anatomic structures and the latter expressing genes
related to cell cycle [2].

On the other hand, the coding gene expression profiles
of endometrial tissue during the secretory phase have
also been studied by next-generation sequencing [19, 25].
By using this approach, genes encoding for solute car-
rier proteins and genes related to endometrial receptiv-
ity, metabolism, negative regulation of cell cycle, among
others, were identified as highly expressed genes during
the secretory phase. Regarding to the specific changes
in the transcriptional profiles of each cell type that con-
forms the endometrium, it has been demonstrated that
there is an abrupt change in the transcriptomic profile
in the unciliated epithelia at the window of implantation
(overexpressing genes like PAEP, GPX3, and CXCL14). In
contrast, stromal cells display a more continuous phase
transition (overexpressing genes like DKKI and CRYAB).
Wang. et al. point out that the decidualization process in
stromal cells is transcriptionally different when compar-
ing the processes that occur after implantation and with-
out implantation [2].

A comparison between the transcriptional profiles
of epithelial and stromal areas microdissected from
the human endometrium during the secretory phase
has been made by microarray analysis [50, 51]. This
analysis demonstrated that 28 genes displayed a differ-
ential expression profile between the stromal and epi-
thelial compartments. WFDC2, MMP7, MSX2, HOXBS,
HOXB7, and PRKCQ [51] genes were highly expressed
in the epithelial area; these genes are involved in sperm
maturation, immune system regulation, cell-cell adhe-
sion, among other functions that are necessary for
the secretory endometrium [51-53]. On the other
hand, DCN, DDR2, TIMP1, RPS3A, and TIE1 [51] genes
were strongly expressed in the stromal areas; these genes
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are involved in mediating cellular responses to the extra-
cellular matrix and regulation of the immune system [51,
54-56].

Accurate determination of the endometrial phase is a
crucial factor in the study of gene expression changes in
the endometrium. Over time, researchers have developed
different methodologies to identify the endometrial cycle
phase, including self-reported endometrial cycle [57],
determination of serum hormone levels [58], and histo-
logical evaluation of endometrial biopsy [3]. However,
the inaccurate determination of the specific endometrial
phase and other factors (such as genetic heterogeneity
and environmental factors) has caused a great variability
in the results obtained between different studies. Recent
advances in molecular biology have allowed the use of
high-throughput microarray technology to classify endo-
metrial samples according to the global transcriptional
profile, which is consistent with the histological evalua-
tion [23, 59].

Sample size is another crucial factor that impacts the
variability of the results obtained from transcriptional
studies. Overall, most published studies have included
small sample sizes mainly due to the invasive endometrial
biopsy procedure [23, 59]. Larger sample size numbers
(along with painless sampling methods) are needed to
avoid bias in the results due to individual variability.

Microarray technology has been used for many years
to determine the transcriptome at a specific condition.
Although this technology allows the analysis of thou-
sands of genes by using specific probes, it is limited in the
detection of new transcripts [59]. The use of next-gener-
ation sequencing technologies has overcome this limita-
tion as RNA sequencing can detect novel transcripts and
provides other relevant information, such as genomic
rearrangements and mutations, with higher specificity
and sensitivity [23]. However, both microarray and RNA
sequencing technologies assume that every cell present in
a particular tissue or condition is homogeneous, regard-
less of the molecular changes of individual cells. To over-
come this limitation, transcriptome analysis by single-cell
technology coupled with RNA sequencing enables the
detection of RNA molecules in individual cells with the
advantages of next-generation sequencing [2].

Further studies using single-cell technologies are nec-
essary to compare the transcriptomic data of the differ-
ent cell types that integrate normal and pathological
endometrium, since only data from whole tissue has been
analyzed so far [60, 61]. Taking into account the data
obtained from differential expression studies, gene silenc-
ing in a particular type of endometrial cells (stromal or
epithelial) using CRISPR-Cas9 technology could help to
elucidate the relevance of specific genes in the pathogen-
esis of endometrial diseases, such as endometriosis (the
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presence of endometrium in an abnormal or ectopic loca-
tion) and endometrial cancer. CRISPR-Cas9 could also
be helpful in clarifying the importance of specific pro-
teins necessary for embryo implantation that are down-
regulated in the endometrium of women with recurrent
miscarriages [62, 63]. This approach will provide new
information about the pathological mechanisms of these
diseases and new potential therapeutic targets.

DNA methylation

DNA methylation is the chemical modification of DNA,
where a methyl group is transferred to the fifth carbon of
the cytosine to generate 5-methylcytosine (5-mC). DNA
methylation is catalyzed by a family of DNA methyl-
transferases (DNMT) [64]. DNMT3a and DNMT3b cata-
lyze de novo DNA methylation, while DNMT1 binds to
hemimethylated DNA to maintain the DNA methylation
pattern after replication [64, 65]. DNA demethylation is
achieved by active enzymatic demethylation or by pas-
sive replication-dependent dilution of methylation [65,
66]. In the active enzymatic demethylation, 5-methylcy-
tosine (5mC) undergoes a series of oxidation reactions
catalyzed by the methylcytosine dioxygenases Ten Eleven
Translocation (TET) enzymes. The oxidative products
are excised by thymidine DNA glycosylase and replaced
by unmodified cytosines through the base excision repair
mechanism [66]. The 5-hydroxymethylcytosine (5hmC)
is the best-studied and first intermediate of active DNA
demethylation [67].

High levels of DNA methylation in the promoter
region of genes are frequently associated with transcrip-
tional silencing [68]. DNA methylation in these regions
could directly hinder transcription factor binding [69] or
recruit reader proteins that contain a specialized domain
that identifies and interpret DNA methylation, known as
methyl-binding proteins (MBPs) [70]. MBPs then recruit
different members of the chromatin remodeling complex
to cause transcriptional repression [69, 70].

The effect of this epigenetic mark depends on the
genomic context and the specific cytosines that are
modified. For example, most CpG sites are not meth-
ylated when located at promoters of expressed genes,
whereas CpG sites located in gene bodies are frequently
methylated in a tissue-specific manner [14, 68]. DNA
methylation in enhancer regions is associated with
tissue-specific gene expression regulation [71, 72].
Interestingly, cell type-specific super-enhancers are
hypomethylated to induce the expression of genes asso-
ciated with cell identity [73, 74]. Abnormal enhancer
methylation is associated with alterations in gene
expression in multiple diseases, including many types
of cancer [75]. Besides being an intermediate in active
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DNA demethylation, enrichment of 5hmc in promoter
regions is often associated with activation of gene
expression [68].

DNA methylation and the cyclical endometrium

One of the epigenetic mechanisms that control the
endometrium’s cyclical changes is DNA methylation
[68, 76, 77]. DNA methylation profile has been corre-
lated with its biological age, and changes in this profile
have been associated with abnormal function of the
endometrium [78]. The variation in DNA methylation
content across the menstrual cycle is tissue-specific
as the methylation state of endometrial tissue changes
according to the endometrial phase; in contrast, this is
not observed in blood samples [79]. This suggests that
DNA methylation regulates gene expression in a tissue-
specific manner during the endometrial cycle.

The content of DNA methylation in the human endo-
metrium varies across the endometrial cycle [76, 80,
81]. Differential methylation states between the prolif-
erative and secretory phases are found in genes associ-
ated with transcriptional regulation, cell proliferation,
and regulation of RNA metabolic processes, regardless
of whether they contain CpG islands (CGI) [76]. For
example, genes that do not have CGI, like ADORA]I,
C21orfl28, and TRPV3, are more methylated in the
proliferative phase than in the secretory phase [76].
Genes related to the hormone response like HOXA9,
HOXD12, IRX2, NKX6-2, CYP7BI, ALG13, MYO3A,
and FZD2 are less methylated in the secretory phase
than in the proliferative phase; meanwhile, genes asso-
ciated with transcription regulation, e.g., ID2, NFAM,
RUNXS3, and ZNF57 are more methylated in the secre-
tory phase [82] (Fig. 1). In addition, genes associated
with embryo implantation like MAPK14, ZMIZ1, and
PLXNA4 are less methylated during the receptive phase
than the pre-receptive phase of the endometrial cycle
[83]. Interestingly, the DNA methylation status of sev-
eral differentially methylated genes correlated with
their expression levels as reported in other tissues [76,
84, 85]. This suggests that the dynamics of DNA meth-
ylation in the endometrium are regulated in part by
the hormone milieu, which can influence the function
of this tissue by modulating its transcriptome. Recent
studies have identified several endometrial phase-
dependent changes in the DNA methylation content of
genes regulated by estrogens or progesterone through-
out the endometrial cycle [79, 86]. Moreover, estradiol,
progesterone, or the combination of both modifies the
DNA methylome of primary cultures of stromal cells in
a hormone-specific manner, with estradiol inducing the
most extensive changes [86].
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Fig. 1 Epigenetics changes in the endometrium throughout the menstrual cycle. The endometrium cycle is divided into the menstrual phase,

the proliferative phase, and the secretory phase. The proliferative phase occurs from day 4 to day 14 of the cycle, according to the length of the
28-days menstrual cycle. This phase promotes the growth (proliferation) of endometrial glands and stromal cells (ESC); also, there is an increase in
the depth of the spiral arteries that supply the endometrium. The secretory phase occurs after ovulation from day 14 to 28. During this phase, the
endometrium’s proliferation is stopped as this tissue undergoes a series of transformations to achieve a receptive state for implantation in a process
called decidualization. Decidualization is the transformation of ESC into decidual stromal cells (DSC) induced by progesterone. If no implantation
occurs, constriction of the spiral arteries producing ischemia and cell death of the functional layer causes the endometrium to shed, and this phase
is denominated menstrual phase. During the proliferative phase, there is an increase in the DNA methylation levels of hormone-responsive genes
and the expression of DNMT3a, GCN5, and EZH2 genes. On the other hand, during the secretory phase, an increase in the DNA methylation levels
of genes associated with transcription regulation, the protein content of HDAC-2, and the expression of H19 is observed. The global content of
H3K9ac, H2AK5ac, H3K14ac and, H4K8ac is downregulated during the ovulation and menstrual phase. No changes have been reported for the
global levels of H3K4me, H3K9me, and H3K27me. Endometrial epithelial cells (EEC)

DNA methylation machinery in the cyclical endometrium is downregulated during the secretory phase and under
The expression of DNMTs in the human endometrium is  estrogens and progesterone treatments in endome-
differentially regulated across the endometrial cycle and  trial explant cultures (Fig. 1), whereas DNMT1 and
by in vitro hormonal treatments. DNMT3a expression =~ DNMT3b expression is downregulated only by one of
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the hormones, progesterone and estrogens, respectively
[87] (Fig. 2). Besides estradiol and progesterone, cAMP
induces the decidualization process. In an immortalized
endometrial stromal cell line, the expression of DNTM3b
is downregulated by the action of estradiol, medroxy-
progesterone (MPA), and cAMP, whereas DNMT1 and
DNMT3a are transiently downregulated [88] (Fig. 2).
It has been recently reported that estradiol induces the
expression of DNMT1 and DNMT3b in cell cultures of
immortalized stromal and epithelial endometrial cells,
respectively, while estradiol and progesterone decrease
the expression of DNMTT1 in the stromal cells [89].

The relationship between steroid hormones and
DNA methylation in the endometrium remains unclear,
whether the hormone stimuli is sufficient to activate
DNMTs and induce specific methylation patterns in the
genome that, in consequence, would lead to a particu-
lar gene expression profile, or DNA methylation is the
mechanism that controls the action of these hormones.
In other models such as the brain [90], breast cancer [91],
and CD4 + cells [92], steroid hormones have been shown
to regulate DNTMs activity, DNA methylation, and gene
expression [92]. Regarding the female reproductive sys-
tem of other mammals, estrogens and progesterone
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inhibit dnmt3a and dnmt3b expression in Siberian ham-
sters’ uterus [93]. The relation between sex hormones and
DNMTs can be speculated; nevertheless, further inves-
tigation is warranted to elucidate the crosstalk among
steroid hormones, progesterone and estradiol, and DNA
methylation in the cyclical human endometrium.
Another important component of the DNA methyla-
tion machinery are the MBD protein family (readers) and
TET enzymes (erasers). The MBD protein family includes
several members, namely MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3,
and MBD4 [94]. The expression of MBD2 is higher in the
secretory phase compared to the proliferative and men-
strual phases and under estradiol and progesterone treat-
ments in endometrial explant cultures, whereas MBD1
and MeCP2 expression is not modified throughout the
endometrial cycle nor by hormonal treatments [95].
On the other hand, the expression of TETI and TET3
is higher in the mid-secretory phase than in the other
phases of the endometrial cycle. In vitro treatments with
progesterone induce TET1, TET2, and TET3 expression
in endometrial epithelial cells and estradiol plus proges-
terone treatments increase the expression of TET3 in
the same cell type, while estradiol induces the expres-
sion of TET1I in stromal cells. Interestingly, all three TET

ESTRADIOL AND
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PROGESTERONE // -
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¥
r

| Expression of DNMT1 (progesterone) and DNMT3b
(estradiol)

1 H3K27ac and H3K4me3 enrichment in the promoter
regions of genes associated with insulin signaling

1 Global levels of H3K27ac and H3K4me1

| Global levels of H3K4me3
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Fig. 2 In vitro decidualization and the regulation of epigenetic processes. On the left side of the figure are shown the different methodologies

used to induce in vitro decidualization. On the right side of the figure are shown the effects of in vitro decidualization on the content of epigenetic
processes and components. Estradiol and progesterone downregulate the expression of DNMT1 (mainly by progesterone) and DNMT3b (mainly by
estradiol), increase the enrichment H3K27ac and H3K4me3 in the promoter regions of genes associated with insulin signaling, increase the global
content of H3K27ac and H3K4me1, and decrease the global content of H3K4me3. Progesterone and cAMP increase the enrichment of H3K27me3
in the promoter region of WNT4, ZBTB16, PROK1, and GREB1 genes. Estradiol, progesterone, and cAMP downregulate the expression of DNMT3b and
transiently decrease the expression of DNMT1 and DNMT3a
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proteins were detected in both epithelium and stroma
throughout the endometrial cycle [89]. These studies sug-
gest that sex hormones regulate the expression of MBD2
and TET genes in a dynamic and cell-specific manner in
the human endometrium. The role of the DNA meth-
ylation readers and erasers in the endometrium has
not been elucidated, and further studies are required
to establish their participation in the regulation of gene
expression throughout the endometrial cycle.

DNA methylation in the window of implantation

In the secretory phase, the endometrium undergoes mul-
tiple changes that makes it more receptive to the blasto-
cyst in case of implantation [10]. Several changes in DNA
methylation content are observed during the implanta-
tion window as precise regulation of gene expression
is required for the implantation and establishment of
the blastocyst. It has been proposed that any alteration
in the DNA methylation profile of the receptive endo-
metrium would lead to aberrations in gene expression,
which in turn would impede the decidualization process
and embryo implantation [96, 97]. In fact, alterations in
the DNA methylation content have been associated with
defective receptivity. Particularly, 448 differentially meth-
ylated CpGs have been found between women who have
recurrent pregnancy failure and healthy women, which
was associated with a possibly altered immune response
and G protein activity due to their involvement in endo-
metrial receptivity [98].

HOXA genes are essential for embryo implantation.
Increased DNA methylation levels have been found in
the promoter region of HOXA10 and HOXAI1I genes in
the endometrium of women with repeated implantation
failure compared to control women [99]. Interestingly,
hypermethylation of HOXA genes is reversed by the dem-
ethylating agent 5-aza-2’-deoxycytidine (5-AZA) in Ishi-
kawa endometrial cancer cells, which in turn increased
the expression of HOXA10 and its target genes, /TGB3
and IGFBPI, which play an important role in endometrial
receptivity [100].

High progesterone levels at the time of ovulation have
been proposed to modulate the methylation status of
genes necessary for implantation [1]. Particularly, high
progesterone levels induced by human chorionic gonado-
tropin (hCG) administration increase the global content
of DNA methylation and DNMT3B expression in endo-
metrial epithelial cells [101, 102]. This increase in DNA
methylation was associated with hypermethylation of
the promoter regions of CDHI and CNTNNBI genes
and the consequent decrease in gene expression [102].
These genes encode the adhesion molecules required in
the implantation process, suggesting a possible explana-
tion of IVF treatment’s failure, at least in part, by DNA
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methylation. Superovulation induced by gonadotro-
pins administration is another condition that creates
an altered hormonal milieu, in which changes in DNA
methylation has been associated with an increase in the
expression of genes related to endometrial remodeling
such as PLAT, MMP2, and TIMP1 and the downregula-
tion of HSPE2 that could alter trophoblast migration
and impair endovascular invasion [103]. These studies
set a precedent about the effects of exogenous hormone
administration on the content of DNA methylation in
the endometrium, especially at the time of ovulation, in
women who undergo an IVF procedure as these mol-
ecules could modify certain epigenetic marks needed for
implantation in different endometrial cell types. Moreo-
ver, it is imperative to consider the impact of exogenous
hormone treatments in the studies assessing the role of
epigenetic modifications in endometrial function as these
treatments may induce several molecular and cellular
effects, including the regulation of DNA methylation.

The studies described above indicate that DNA meth-
ylation is influenced by the hormone milieu at the win-
dow of implantation, especially by progesterone, and
alterations in the hormone levels could lead to a different
DNA methylation pattern that could disturb the implan-
tation process. These findings highlight the importance
of studying differentially methylated genes and the spe-
cific methylation site in all the cell types present in the
endometrium and different hormonal contexts, probably
by single-cell DNA methylation profiling.

Most studies have focused on identifying changes
DNA methylation levels in the promoter region of genes;
however, as mentioned previously, DNA methylation
in enhancer regions has an important role in regulating
gene expression associated with cell identity [71, 72].
Therefore, future research is required to focus on study-
ing DNA methylation in these regulatory regions as well.

The lack of evidence of the direct effect of DNA meth-
ylation on gene expression is an important limitation
of these studies as the methylation status of a particu-
lar CpG site could affect the expression and function of
several other DNA elements in addition to the promoter
of the closest gene [14]. The next step in this research
field would be a gene-specific modification of the DNA
methylation status with a CRISPR/Cas9 related system to
validate its effect on gene expression [104, 105]. Further-
more, modulation of DNA methylation at specific CpG
sites or a single-base mutation within a CpG (associated
with a methylation quantitative trait loci) could be per-
formed using this technology to assess the effects on gene
expression.
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DNA methylation in endometrial pathologies

DNA methylation changes in the female reproduc-
tive system are linked to disease [84]. Particularly, DNA
methylation is altered in specific genomic regions in
endometrial pathologies, and differences in the content
of this epigenetic modification are influenced by the par-
ticular phase of the endometrial cycle [82, 85]. Single
nucleotide polymorphisms (SNPs) are changes in DNA
sequence that occur in a single nucleotide and are pre-
sent in at least 1% of the population. SNPs located within
a CpG may impact DNA methylation, challenging the
classical definition of epigenetics [106—109].

In a study conducted by Mortlock et al. [79], a meth-
ylation quantitative trait loci (mQTL) analysis was
performed to identify the relationship between SNPs
associated with pathologies of the endometrium (e.g.,
endometriosis) and DNA methylation. In this study, an
association between specific SNPs and DNA methyla-
tion was found in blood samples and endometrium, sug-
gesting mQTLs as potential biomarkers for endometrial
pathologies. This study established a paradigm where
although blood and endometrium have a different cellu-
lar composition, an association between SNPs and DNA
methylation was found in both samples. This finding sug-
gests that blood samples are a less invasive alternative to
studying the DNA methylation changes in healthy and
pathological endometrium. However, more studies are
needed to confirm this association as differences in the
content of DNA methylation between proliferative and
secretory phases were found in the endometrium but
not in blood. This study also highlights the difficulty to
determine whether the differences in DNA methylation
observed in blood and endometrial tissue are associated
with the diverse cellular population of both samples, the
local concentration of hormones, or both. These limita-
tions should be addressed by single-cell technologies to
obtain the DNA methylation profile of specific cell types
in a particular phase of the endometrial cycle.

Differences in the methylation status of specific genes
have been found between the early and late development
stages of endometrial cancer, especially in genes encod-
ing transcription factors [110]. TETs and MBD proteins,
such as MECP2, have been implicated in endometrial
cancer and endometriosis [95, 111-113]. More research
is warranted to assess the relationship between DNA
methylation, DNA methylation machinery, hormonal sta-
tus, and endometrial diseases such as endometriosis and
endometrial cancer, which would allow the discovery of
more precise biomarkers and new potential therapeutic
targets.
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Histone post-translational modifications

The eukaryotic gene expression would be senseless with-
out considering the landscape in which it occurs, the
chromatin. The chromatin is formed by the nucleosome
consisting of 146-147 bp of DNA wrapped around a his-
tone octamer, which is made by two copies of each inner
histone, namely H2A, H2B, H3, and H4 [114]. The amino
acids in histone N-terminal tails interact with the DNA
and are also a target of PTMs. These PTMs are acety-
lation, methylation, phosphorylation, ubiquitination,
SUMOylation, citrullination, and ribosylation, among
others [115]. These modifications constitute the histone
code. The histone code is a hypothesis that assumes that
different PTMs act together in a coordinated manner to
influence chromatin conformation [116]. Such modi-
fications are reversible and catalyzed by enzymes that
deposit them (writers) and remove them (erasers).

These modifications regulate gene expression through
two mechanisms. The first mechanism is based on elec-
trostatic interactions, since DNA is negatively charged
and histone N-terminal tails are positively charged. For
example, acetylation of a lysine residue will change the
positive charge to a negative one. The negative charge
will generate a more relaxed chromatin state; if this
occurs in the promoter region, transcription factors and
RNA polymerase II (Pol IT) have more room to bind DNA
and activate transcription [108]. Histone acetylation
is catalyzed by histone acetyltransferases (HATs) and is
removed by histone deacetylases (HDACs) [117-119].
The second mechanism by which PTMs regulate gene
expression requires specific proteins, called readers,
that interpret the modification. This type of PTM cre-
ates a binding site for transcription factors, chromatin
remodeler complexes such as chromatin remodelers of
the switch/sucrose-non-fermenting (SWI/SNF), imita-
tion switch (ISWI), chromodomain-helicase-DNA bind-
ing (CHD), and inositol requiring 80 (INOS80) families,
and adaptor proteins that, in turn, regulate transcription
[120, 121].

Chromatin immunoprecipitation assays followed by
microarrays (ChIP-chip) and next-generation sequenc-
ing (ChIP-seq) have provided fundamental information
about the role of a variety of histone modifications and
their localization in the genome [121, 122]. Promot-
ers of transcriptionally active genes are enriched with
histone H3 lysine 4 trimethylation (H3K4me3) and his-
tone H3 and H4 lysine acetylation, while in gene bod-
ies, they tend to have higher levels of trimethylation of
histone H3 lysine 36 (H3K36me3) and trimethylation of
histone H3 lysine 79 (H3K79me3) [123]. After transcrip-
tion initiation, histone H3 lysine 9 acetylation (H3K9ac)
is necessary to induce the release of Pol II pausing by
directly recruiting the super elongation complex (SEC)
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to chromatin [124]. The enrichment of H3K9ac in the
genome is highly correlated with that of histone H3
lysine 14 acetylation (H3K14ac), and the enrichment lev-
els of both are also correlated with other histone marks
(such as H3K4me3), suggesting a coordinated enrich-
ment of active histone marks. Acetylation of histone H4
at lysine 8 (H4K8ac) is among the most dynamic histone
PTMs preferentially occupying the 5’ intergenic regions
(5'IGRs) and 5 termini of the open reading frames
(OREFs) of several genes [125]. Enrichment of histone H3
lysine 16 acetylation (H3K16ac) and Pol II occupancy
are observed in actively expressed regions in the genome
[126].

On the other hand, histone H3 lysine 27 trimethyla-
tion (H3K27me3) and histone H3 lysine 9 trimethylation
(H3K9me3) are known for their relationship with tran-
scriptionally repressed chromatin in metazoan genomes.
Several protein complexes catalyze these modifications,
including the Enhancer of Zeste Homolog 2 (EZH2), wh
ich is the catalytic subunit of the Polycomb Repressive
Complex 2 (PRC2) and several H3K9 methyltransferases
[127].

Histone post-translational modifications and the cyclical
endometrium

Another of the epigenetic mechanisms that control the
transcriptional changes throughout the endometrial
cycle is the histone PTMs (Fig. 1). Global acetylation
of H3 and H4K8 is modulated by ovarian steroid hor-
mones, estradiol and progesterone, in ESC [128]. Ligand-
activated hormone receptors, such as PR and ERa, act
by binding to the proximal promoters and distal regula-
tory elements of target genes to recruit components of
the basal transcription machinery and cofactors, such as
HATSs and HMTs, that induce the histone PTMs and alter
the chromatin structure [17, 129, 130].

The global levels of histone acetylation in the endo-
metrium vary during the endometrial cycle. Particu-
larly, global levels of H3K9ac, H2A lysine 5 acetylation
(H2AK5ac), H3K14ac, and H4K8ac are increased in
the early proliferative phase, subsequently declin-
ing in the late proliferative phase [12]. This increase
in the global acetylation of histones could be associ-
ated with the activation of many genes and pathways
necessary for the regeneration of the endometrium’s
functional layer, such as endometrial epithelial growth,
angiogenesis, and proliferation pathways [131-133].
However, more studies are required to prove this state-
ment. An increase in the global acetylation levels is
also observed after ovulation, which could be involved
in the progesterone-dependent transcriptional activa-
tion of secretory associated pathways required to dif-
ferentiate endometrial glands and stroma [12]. The
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tight regulation of gene expression during the secre-
tory phase is critical to induce a specific network
for ESC decidualization, which is a prerequisite for suc-
cessful implantation [134]. During the late secretory
phase, the global levels of these histone PTMs decline,
suggesting that the decrease in hormone levels (estra-
diol and progesterone) resulting from the regression
of the corpus luteum could be involved in the loss of
global acetylation [12]. In contrast to these findings,
Monteiro et al. did not observe significant differences
among the H3K9ac and H3K16ac throughout the endo-
metrial cycle, probably because Munro et al. evalu-
ated the levels of PTMs in the subphases of the cycle,
while Monteiro et al. only study the changes in PTMs
at proliferative versus secretory endometrium [12, 135]
(Fig. 1).

Class I HDACs and HATs are differentially expressed in
the human endometrium during the endometrial cycle,
which may explain the differences in the content of acety-
lated histones [136]. Particularly, the content of HDAC-2
protein increases in the secretory phase in parallel with
reduced levels of GCN5, which is a HAT (Fig. 1). These
findings suggests a shift in the balance between histone
deacetylation and acetylation towards deacetylation,
which may explain the changes in the global level of this
PTM during the late secretory phase [136]. Interestingly,
Uchida et al reported that histone deacetylase inhibi-
tors (HDACI) could induce changes in morphology, gene
expression, differentiation, and function in endometrial
epithelial and stromal cells [137]. Further studies are war-
ranted to establish the role of several HATs and HDACs
in each subphase of the endometrial cycle and their asso-
ciated transcriptional programs.

On the other hand, it has been reported that global lev-
els of histone methylation of H3K4, H3K9, and H3K27
do not change across the endometrial cycle [135] (Fig. 1),
perhaps because these study only looked at proliferative
versus secretory endometrium and did not consider the
same subphases of the cycle as analyzed by Munro et al.
[12, 135]. However, specific changes in the content of
these histone PTMs have been found in particular genes.
For example, it has been reported that the enrichment
of H3K27me3 on the HOXAIO promoter is higher in
the proliferative phase in comparison with the secretory
phase [138] (Fig. 3a). HOXA10 is a homeodomain tran-
scription factor essential for normal uterine embryogen-
esis and endometrial cycle regulation. The enrichment
of H3K27me3 in HOXA10 promoter is consistent with
previous studies showing that HOXAI0 is dynamically
expressed in the endometrium, which is downregulated
during the proliferative phase and highly expressed in the
secretory phase [138, 139] (Fig. 3b).
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epithelial cells (EEC)

Fig. 3 Epigenetics changes during the proliferative and secretory phases in endometrial cells. a. During the proliferative phase, the enrichment
of H3K27me3 on the HOXAT0, PRL, and IGFBP-1 promoters in endometrial stromal cells (ESC) is reported, which is consistent with the lack of
expression of these genes. Also, an increase in the expression of £ZH2, which catalyzes the H3K27me3 modification, is observed. b. A decrease in
the enrichment of H3K27me3 in the HOXA10, PRL, and IGFBP-1 promoters in decidual stromal cells (DSC) during the secretory phase is reported;
consequently, an increase in the expression of these genes is observed. Furthermore, a decrease in the expression of £ZH2 during decidualization
is observed in DSC. During the secretory phase, some miRNAs, INcRNAs, and the proteins involved in their biogenesis increase their expression
compared to the proliferative phase, such as miRNA-222, miR-543, and DICER in DSC, and miR-29¢, DROSHA, H19, and PTENPT in endometrial

Impact of in vitro decidualization in the enrichment

of histone post-translational modifications

The expression of EZH2, which catalyzes H3K27 trimeth-
ylation, is decreased during in vitro decidualization and
the transition of proliferative to secretory phase. The
downregulation of EZH2 activity in the endometrium
during decidualization is correlated with the loss of
H3K27me3 enrichment in PRL and IGFBP-1 genes (key
decidual marker genes induced by progesterone), sug-
gesting that H3K27me3 is an integral part of the chroma-
tin remodeling process that enables the transition from
a proliferative to a decidual phenotype in response to
different signals such as progesterone and cAMP [140]
(Fig. 3). Furthermore, the subsets of up- and downregu-
lated genes upon decidualization are associated with
reciprocal changes in the enrichment of histone H3 lysine
27 acetylation (H3K27ac) and H3K27me3 modifications,
respectively, at their promoter region. Essential genes
for the decidualization of ESC such as WNT4, ZBTBI6,
PROK1, and GREBI contain high levels of H3K27ac in
their promoter after the treatment with 8-Bromo-cAMP
and progesterone, confirming the dynamic properties
of chromatin in response to decidualization [16, 140]
(Fig. 2). Interestingly, cAMP alone cannot induce an
increase in the enrichment of H3K27ac in the regulatory
regions of PRL and IGFBP-1 genes in ESC, suggesting
that these epigenetic changes are stimulus and gene-spe-
cific [141].

Tamura et al. found several genomic regions enriched
with H3K27ac after ESC decidualization. Interestingly,
80% of these regions were located in distal gene regions,
which may function as enhancer elements to induce the
expression of decidualization associated genes. Path-
way analysis revealed that upregulated genes enriched
with H3K27ac or H3K4me3 modifications were associ-
ated with the insulin signaling pathway, which may be
involved in glucose uptake necessary for decidualization
[142] (Fig. 2). It has been demonstrated that deciduali-
zation induces the enrichment of H3K27ac in the distal
upstream region (-4701 to -7501 bp) of the IGFBP-1 pro-
moter [143]. Furthermore, the transcriptional regulators
CCAAT enhancer-binding protein § (C/EBP), FOXOI,

and p300 binds to this potential enhancer to induce
IGFBP-1 expression [143]

Recently, the transcriptional and chromatin landscapes
of cultured ESC collected from human placental mem-
branes, and the corresponding DSC (induced by MPA
and cAMP treatments) have been characterized. A total
of 1,135 differentially expressed genes were identified
after decidualization, of which upregulated genes were
associated with insulin-related terms and glucose metab-
olism, while downregulated genes were associated with
cell cycle [142, 144, 145]. Interestingly, the enrichment of
H3K27ac and H3K4 monomethylation (H3K4mel) was
higher in DSC than ESC in several genomic regions, and
the opposite pattern was observed for H3K4me3, which
was more enriched in ESC than DSC (Fig. 2). These find-
ings indicate that the epigenetic changes underlying gene
expression alterations during decidualization predomi-
nantly occur in potential enhancers [145]. Additionally,
the evaluation of the accessible chromatin regions by
ATAC-seq revealed tens of thousands of differentially
accessible regions between ESC and DSC. Genomic reg-
ulatory regions with more accessible chromatin overlap
with the enrichment of H3K27ac and H3K4mel enhancer
marks in upregulated genes. Conversely, the potential
enhancer regions of downregulated genes became less
accessible after decidualization [145].

Taken together, all these findings indicate that histone
PTMs are important players in gene expression regula-
tion in the endometrium during the endometrial cycle.
However, the specific role of ovarian steroid hormones
on the regulation of histone modifiers activity through-
out the endometrial cycle remains to be elucidated. More
studies using next-generation sequencing are necessary
to establish the distribution of several histone PTMs in
the endometrium during the different subphases of the
endometrial cycle and in specific endometrial cell types
by single-cell approaches [146]. Applying these tech-
nologies in in vitro models of decidualization will help
to identify the role of chromatin structure generated in
response to steroid hormones. In addition, global and
locus-specific changes in the content of particular his-
tone PTMs have been reported in endometriosis and
endometrial cancer [135, 138, 140, 147-151]. However,
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more studies are required to establish the biological func-
tion of each histone PTM in these diseases, which will
help in the discovery of new potential therapeutic targets
as in other types of cancer or diseases.

Non-coding RNAs

Non-coding RNAs (ncRNAs) are defined as functional
RNA molecules without protein-coding ability and
are divided into small RNAs (containing less than 200
nucleotides) that include small interfering RNAs (siR-
NAs), microRNAs (miRNAs), and PIWI-interacting
RNAs (piRNAs), and long ncRNAs (IncRNAs) that con-
tain more than 200 nucleotides [152]. NcRNAs interact
with nuclear proteins such as histone-remodeling com-
plexes or DNMTs to regulate gene expression. In addi-
tion, IncRNAs and miRNAs regulate gene expression
by directly interacting with other RNA molecules such
as mRNAs [153]. In this section, we are focus on IncR-
NAs and miRNAs. LncRNAs can function as a) decoys
that titrate away DNA and RNA-binding proteins; b)
scaffolds to bring proteins into complex or spatial prox-
imity; c) a guide to recruiting proteins to the DNA; and
d) an enhancer (eRNA), to create loops that bring DNA
regions together through a scaffolding complex [154,
155]. On the other hand, miRNAs are small molecules
of 18-22 nucleotides that post-transcriptionally regulate
gene expression by the binding to the 3’-end of the tar-
get mRNA, and more rarely to the 5-end, via the RNA-
induced silencing complex, leading to the inhibition of
mRNA translation by different mechanisms [156].

Recent studies have shown that enhancers function
as transcriptional units and are transcribed to produce
eRNAs, which are also involved in the regulation of gene
transcription [157, 158]. Despite the growing evidence
supporting eRNAs as functional biomolecules [159-161],
the mechanism by which eRNAs promote gene transcrip-
tion remains unknown. However, eRNAs can bind to
transcription factors, influence RNA Pol II elongation,
and mediate enhancer-promoter interactions [162].

Circular RNAs (circRNA) are endogenous ncRNAs
that range in size from 100 nucleotides to more than 4
kilobases. These molecules are produced by back-splic-
ing, wherein a downstream 5’ splice site (splice donor)
is joined to an upstream 3’ splice site (splice acceptor)
[163]. CircRNAs act as protein sponges, interact with
RNA-binding proteins (RBPs), enhance protein function,
and recruit proteins to specific locations [164—168].

Non-coding RNAs and the cyclical endometrium

It has been recently demonstrated that RNA molecules
have an interplay with each other creating the competi-
tive endogenous RNA (ceRNA) network, in which sev-
eral RNA molecules regulate gene expression and several
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biological functions; this intricate interplay typically
involves IncRNA-miRNA and mRNA molecules [169,
170]. In the endometrium, ceRNA networks have been
shown to regulate the implantation process, the dynam-
ics between trophoblast and endometrium during preg-
nancy, and have also been used as biomarkers for disease
prognosis in endometrial cancer and to identify which
pathways are regulated by IncRNA-miRNA competition
[171-176]. During the implantation window, the regu-
lation of mRNA levels by IncRNA-miRNA molecules in
the endometrium is critical. This is the case for H19/let-
7a-5p/ITGB3 where H19 acts as a sponge for let-7a-5b to
prevent the degradation of ITGB3 transcript that is trans-
lated into a protein necessary for implantation [174, 177].
This association between IncRNAs with other RNAs to
create ceRNA networks could be involved in many func-
tions needed to prepare the endometrium for embryo
implantation, such as immune system activity, angiogen-
esis, apoptosis, and steroid biosynthesis [178].

IncRNAs

The transformation of the endometrium throughout
the endometrial cycle is mainly driven by the steroid
hormones, progesterone and estradiol, which can influ-
ence the expression profile of ncRNAs [179]. However,
the expression of ncRNAs in the normal cyclical endo-
metrium has not been studied in-depth as most studies
focus on endometrial pathologies and implantation fail-
ure, which are discussed below.

One of the most studied IncRNAs is the product of the
H19 imprinted gene, whose expression in normal endo-
metrium fluctuates during the endometrial cycle and
has only been detected in the endometrial stroma. H19
reaches its highest expression during the late secretory
phase when progesterone is the dominant hormone,
suggesting that this gene could be regulated by sex hor-
mones [180, 181] (Fig. 1). H19 is reciprocally imprinted
with respect to IGF2, regulating /GF2 imprinting and
expression [182]. Interestingly, IGF2 is upregulated dur-
ing the decidualization process [183]; however, the rela-
tion between HI9 and IGF2 during decidualization
remains to be explored. H19 is also expressed in endome-
trial cancer tissues [184]. The knockdown of this IncRNA
in endometrial cancer is associated with reduced migra-
tion, invasiveness, and tumor growth [184, 185]. In the
endometrium of women with endometriosis, decreased
HI9 expression is associated with decreased endome-
trial stromal cell proliferation as this IncRNA reduces the
availability of miRNA let-7, which inhibits IGFIR expres-
sion that is necessary for cell proliferation and proper
endometrial function [174]. In addition, the expres-
sion of H19 is downregulated in the secretory endome-
trium of patients with repetitive implantation failure
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(RIF) compared to the control group. This differential
expression could lead to the downregulation of integrin
B-3 necessary for trophoblast adhesion [174, 177, 186].
Furthermore, the differential expression of IncRNAs in
patients with RIF has been associated with a dysregula-
tion of pathways necessary for a proper implantation
process, such as cell adhesion, tumor necrosis factor
signaling, Toll-like receptor signaling, and NK-kB sign-
aling [187, 188]. These studies also suggest that proges-
terone, the main regulator of the decidualization process,
could be regulating the expression of HI19 and IGF2 to
accomplish implantation [180-182].

The expression of many IncRNAs is upregulated dur-
ing decidualization, such as NEAT1, RP11-627G23.1, and
PSORS1C3, but their function in this process remains
to be elucidated [25]. These IncRNAs may regulate the
expression of genes associated with cell proliferation, dif-
ferentiation, migration, and angiogenesis during decid-
ualization, as proposed in mice uteri [189]. PTENPI,
a IncRNA that is highly expressed in the luminal epi-
thelium during the mid-secretory phase, regulates the
expression of several miRNAs to promote the implanta-
tion process [173] (Fig. 3b). It has been suggested IncRNA
H2KP1I, along with its associated gene HK2, is necessary
for endometrial decidualization as it inhibits cell prolif-
eration [190]. Interestingly, specific pathways regulate the
expression of IncRNAs required for decidualization, such
as the cAMP-PKA pathway that regulates LINC00473
expression, whose specific function in the decidualiza-
tion process is still unknown [191].

Another IncRNA, ENST00000433673, is expressed in
epithelial and stromal endometrial cells to enhance the
synthesis of ITGAL and ICAM], two proteins required
for the adhesion of the trophoblast to the endometrium
[192]. LncRNAs have also been proposed as biomark-
ers of endometrial receptivity, such as LINC01060 and
LINCO01104, whose specific functions remain to be eluci-
dated [193].

miRNAs

The expression of miRNAs during the endometrial cycle
has been evaluated in endometrial and serum samples.
Even though there is evidence that miRNAs levels in
serum do not change throughout the menstrual cycle and
an endometrial biopsy is recommended to determine the
endometrial phase in terms of expression profiles, there
is one study that suggests the use of miRNAs as serum
biomarkers to determine the receptivity of the endome-
trium during the secretory phase [194, 195]. Throughout
the endometrial cycle, progesterone and estradiol regu-
late the expression of different miRNAs in the endome-
trium, and these miRNAs regulate several genes involved
in extracellular matrix remodeling, cell proliferation, and
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the response to steroid hormones [196, 197]. In addi-
tion, the administration of progesterone and estradiol in
assisted reproduction cycles modulates miRNA profiles
that may regulate endometrial receptivity [196].

The secretory phase shows more changes in the gene
expression profiles of the endometrium compared to
the menstrual and proliferative phases. These changes
in gene expression are partly mediated by miRNAs that
target cell cycle related-genes to suppress cell prolif-
eration [18]. The different cell types that compose the
endometrium express different miRNAs related to endo-
metrial receptivity during the secretory phase. In stromal
cells, miR-543 expression increases during the secretory
phase and has been suggested to be involved in signaling
pathways associated with endometrial receptivity [198]
(Fig. 3b). During decidualization, increased expression of
miRNA-222 is associated with a decrease in the number
of stromal cells in the S phase of the cell cycle, while high
levels of miR-29c¢ expression in epithelial cells are associ-
ated with the proper attachment of the blastocyst to the
endometrium [199, 200] (Fig. 3b). These studies highlight
the importance of miRNAs function in the different cell
types that are part of the endometrium.

Another aspect that should be considered in the study
of the cyclical endometrium is the regulation of miRNA
biogenesis. Particularly, the highest expression of DRO-
SHA (responsible for the initiation of miRNAs process-
ing) is observed in the epithelium during the early and
mid-secretory phases, whereas DICER (responsible for
the processing of miRNA precursors into mature miR-
NAs) is preferentially localized and highly expressed in
the stroma during the late secretory phase (Fig. 3b). The
content of these proteins is lower in the endometrium of
infertile women than the endometrium of fertile women
during the same phase of the endometrial cycle, which
could indicate that these proteins are important for endo-
metrial function [201]. The specific role of these ribonu-
cleases in the cyclical endometrium should be explored
in future studies.

Specific miRNA families, such as the miRNA-30 fam-
ily, or single miRNAs, modulate the expression of genes
involved in the regulation of implantation [202, 203].
Particularly, several miRNAs have been associated with
implantation failure, for example, miR-29¢ and miR-
661 that reduce the content of collagen type IV alpha 1
(COL4A1) and the E3 Ubiquitin Protein Ligase (MDM2),
respectively; both proteins are necessary for the adhesion
of the trophoblast to the endometrial epithelial cells [200,
204, 205]. During the first weeks of pregnancy, the decid-
ualized endometrium shows a specific miRNA expression
profile. Particularly, miRNA-146b-5p, miRNA-181b-5p,
miRNA-424, miRNA-532, and miRNA-199a-3p are
downregulated, while miR-423, miR-22-3p, let-7i-5p, and
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miR-1 are upregulated in the decidualized endometrium
from early pregnancy compared to proliferative endome-
trium; these miRNAs are associated with genes that are
necessary for the maintenance of pregnancy [206]. miR-
NAs have also been proposed as potential biomarkers for
assessing endometrial receptivity because of their rela-
tionship with coding-gene expression, which may help
to identify the appropriate time for embryo implantation
[207-209]. For example, miR-22 downregulates Tiam1/
Racl protein levels required for embryo implantation in
mice. Interestingly, the expression of these molecules is
regulated by estradiol and progesterone, and it is pro-
posed that they are involved in RIF [210].

eRNAs

Little is known about the role of eRNAs in the cyclical
endometrium. It has been reported that the expression of
the eRNA long noncoding-CES1-1 (Inc-CESI1-1) is upreg-
ulated in decidual tissue from patients with unexplained
recurrent pregnancy loss (URPL) compared to controls.
The transcription factor signal transduction and activa-
tion of transcription 4 (STAT4) induces the expression of
Inc-CESI1-1 in decidual associated cell lines. In turn, this
associated eRNA binds to the fused in sarcoma (FUS)
transcription factor to induce PPARy expression, inhibit
cell migration and increase the inflammatory response,
which may explain its association with URPL [211].

In the Ishikawa endometrial adenocarcinoma cell
line, estradiol induces the expression of an eRNA tran-
scribed from an enhancer that induces the expression of
GREBI [212]. Interestingly, GREBI is highly expressed
in the endometrium, and its expression levels fluctuate
in accordance with estrogen levels throughout the endo-
metrial cycle in healthy women [213]. However, the role
of eRNAs in the regulation of GREBI expression in the
cyclical endometrium remains to be elucidated.

circRNAs

To the best of our knowledge, only one study has
explored the expression profile of circRNAs in the endo-
metrium, in which a total of 21,340 circRNAs were dif-
ferentially expressed between endometrial cancer and
healthy endometrium [214]. Nevertheless, the expression
and function of circRNAs in the cyclical endometrium
are unknown.

More transcriptomic studies are needed to investigate
the expression profiles of IncRNAs, miRNAs, eRNAs, and
circRNAs in the endometrium during the proliferative,
secretory and menstrual phases, as well as those regu-
lated by sex hormones, which in turn could be respon-
sible for the regulation of expression of coding genes in
each endometrial phase. In addition, little is known about
how these RNA molecules could interact with each other
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during the implantation process and how the hormone
milieu could influence the expression of the ncRNA mol-
ecules to support the endometrium for implantation.

The differential expression of IncRNAs and miRNAs
has been associated with diverse pathologies, and their
study has helped to elucidate the molecular mechanisms
involved in the pathogenesis of different diseases. In
some cases, ncCRNAs have also been used as prognosis
biomarkers for disease [215-219]. In pathologies of the
endometrium, e.g., endometrial cancer and endometrio-
sis, the study of ncRNAs has not been the exception as
the study of these molecules has contributed to clarifying
the molecular mechanisms that rule these diseases [217,
220, 221]. Considering that the best method for diagnos-
ing these diseases is laparoscopy surgery, it is of great
interest to find more informative biomarkers that can be
identified in plasma or serum samples to avoid invasive
procedures and improve the life quality of patients [217,
222, 223]. Moreover, a complete understanding of the
role of these molecules in endometrial diseases may lead
to the discovery of potential therapeutic targets. Fur-
ther studies are required to establish the action mecha-
nisms of IncRNAs, since they can mediate long-range
DNA interactions to regulate gene expression of several
genes involved in endometrial cancer pathogenesis [224].
In addition, the participation of other ncRNAs, such as
eRNAs and circRNAs, during the different phases of the
endometrial cycle and endometrium disease should be
explored.

Conclusion and perspectives

Epigenetic mechanisms are emerging as key players in
regulating transcriptional networks associated with fun-
damental processes and functions of the cyclical endo-
metrium. Particularly, DNA methylation, histone PTMs,
and ncRNAs regulate the expression of genes associated
with endometrial epithelial growth, angiogenesis, and
stromal cell proliferation during the proliferative phase.
During the secretory phase, these epigenetic mechanisms
promote the expression of genes associated with hor-
mone response, insulin signaling, decidualization, and
embryo implantation. Further studies using next-genera-
tion sequencing are warranted to explore the role of other
covalent modifications of nucleic acids and histones,
such as DNA hydroxymethylation, RNA methylation, and
novel histones PTMs, as well as other non-coding RNAs
that are being recognized as fundamental factors in regu-
lating gene expression such as eRNAs or circRNAs. It is
clear now that single-cell studies will elucidate the role
of the epigenetic mechanisms in each cell type that com-
poses the endometrium, as recently demonstrated by the
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single-cell transcriptomic atlas reported by Wang et al.
[2].

The human genome has a complex and hierarchical
structure, called the tridimensional organization of the
genome, which plays a fundamental role in regulating
gene expression [225, 226]. The genome folds into dif-
ferent levels of organization, including chromosomal
territories, open (named A) and closed (named B) chro-
matin compartments, autonomously folded substruc-
tures called topologically associated domains (TADs),
and interactions between two specific genomic regions
that create chromatin loops [227]. In this regard, a recent
study identified a total of 53,211 interactions between
promoters and distal regions with accessible chroma-
tin in decidua-derived ESCs decidualized with MPA
and cAMP during 48 h [145]. These findings suggested
that these interactions should have a regulatory role in
the decidualization process. However, more studies are
required to explore the functional role of these interac-
tions and the role of the tridimensional organization of
the genome to create functional TADs in the nucleus of
endometrial cells throughout the endometrial cycle.

Finally, aberrant epigenetic changes may contribute to
the pathogenesis of reproductive diseases such as endo-
metrial cancer or endometriosis. Epigenetic mechanisms
are probably also dysregulated in women with RIF, thus
preventing the correct transition of proliferative endome-
trium to a decidualized environment necessary in case of
fertilization. The application of this knowledge will defin-
itively provide essential information to understand the
pathological mechanism of endometrial diseases, such as
endometriosis, RIF, and endometrial cancer, and to iden-
tify potential therapeutic targets.
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quantitative trait loci; ERa: Estrogen receptor alpha; eRNAs: Enhancer RNAs;
ESC: Endometrial stromal cells; EZH2: Enhancer of Zeste Homolog 2; H2AK5ac:
Acetylation on histone H2A lysine 5; H3K14ac: Acetylation on histone H3
lysine 14; H3K16ac: Acetylation on histone H3 lysine 16; H3K27ac: Acetylation
on histone H3 lysine 27; H3K27me3: Trimethylation on histone H3 lysine 27;
H3K36me3: Trimethylation on histone H3 lysine 36; H3K4me1: Monomethyla-
tion on histone H3 lysine 4; H3K4me3: Trimethylation on histone H3 lysine

4; H3K79me3: Trimethylation on histone H3 lysine 79; H3K9ac: Acetylation

on histone H3 lysine 9; H3K9me3: Trimethylation on histone H3 lysine 9;
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H4K8ac: Acetylation on histone H4 lysine 8; HATs: Histone acetyltransferases;
hCG: Human chorionic gonadotropin; HDACI: Histone deacetylase inhibitors;
HDACs: Histone deacetylases; IVF: In vitro fertilization; INCRNAs: Long ncRNAs;
miRNAs: MicroRNAs; MPA: Medroxyprogesterone; mQTLs: Methylation quan-
titative trait loci; MRNA: Messenger RNA; ncRNAs: Non-coding RNAs; ORFs: 5/
Termini of the open reading frames; piRNAs: PIWI-interacting RNAs; Pol IIl: RNA
polymerase II; PR: Progesterone receptor; PRC2: Polycomb Repressive Complex
2; PTMs: Post-translational modifications; RNA: Ribonucleic acid; SEC: Super
elongation complex; siRNAs: Small interfering RNAs; SNPs: Single nucleotide
polymorphisms; TADs: Topologically associated domains; TNFa: Transforming
growth factor alfa; TSSs: Transcription start sites; VEGF: Vascular endothelial
growth factor; URPL: Unexplained recurrent pregnancy loss.
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