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1. Resumen
Introduccion.HOTAIR es un RNA largo no codificante que favorece el desarrollo
de cancer, uno de los mecanismos involucra la sobre-activacion de la via WNT, la
cual induce la expresién de genes involucrados en migracion, proliferacion e
invasion celular. TET1 participa en la demetilacion de DNA, recientemente se ha
reportado que induce la expresién de reguladores negativos de la via WNT. Hasta
el momento se desconoce si HOTAIR regula la via WNT a traves de TET1, por lo
que el objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de la disminucién de
HOTAIR en la expresién de TET1 y en la actividad de la via WNT. Material y
métodos. La expresion de HOTAIR y TET1 se analiz6 mediante RT-gPCR en
células Hela. La disminucion de la expresion de HOTAIR se realizé utilizando un
DsiRNA en células HelLa. La via WNT se evalué mediante ensayos de luciferasa y
western blot. La metilacion en los promotores de genes se determiné mediante
MSP. La hidroximetilacion se determind mediante modificacion quimica seguida
por qPCR. Resultados. La expresion de HOTAIR y TET1 es inversa en lineas
celulares de cancer cervical. La disminucion de la expresion de HOTAIR
incrementd la expresion de TET1 y disminuy6 la metilacion en su promotor en
células HeLa. Ademas, la disminucién de HOTAIR disminuyo la actividad de la via
WNT. Al explorar los mecanismos moleculares involucrados, se encontré que la
metilacion en los promotores de 4 genes reguladores negativos (PCDH10, SOX17,
AJAP1 y MAGI2) de esta via disminuy0 e increment6 su expresion en condiciones
de disminucion de HOTAIR. Finalmente, el andlisis de hidroximetilacion reveld un
incremento de esta en los promotores de estos 4 reguladores negativos de la via
WNT. Conclusién. HOTAIR promueve la sobre-activacion de la via WNT
mediante la regulacion negativa de PCH10, SOX17, AJAP1, MAGI2 y TET1 en

células Hela.

Palabras clave: HOTAIR, TET1, via WNT, cancer cervical.
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2. Introduccién
Hox transcript antisense intergenic RNA (HOTAIR) es un RNA no codificante largo
(IncRNA) que se transcribe de la region 12q13.13, especificamente de la cadena
antisentido en la regién intergénica entre HOXC11 y HOXC12, y consta de 2,158
nucleotidos(Figura 1) (Rinn et al., 2007). La expresién de HOTAIR se limita a
mamiferos, su secuencia es poco conservada y se ha sugerido que evolucioné

mas rapido que los genes de HoxC adyacentes (He et al., 2011).
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Figura 1. Localizacibn gendmica de HOTAIR. HOTAIR se transcribe a partir de una
secuencia localizada en la regién 12g13.13, en la cadena antisentido entre los genes
HOXC11 y HOXC12 (flecha roja) (Bhan and Mandal, 2015).

HOTAIR actua como una molécula “scaffold” para regular la expresion de sus
genes blanco, en su extremo 5" (89 nucledtidos) interacciona con el Complejo
Represivo Polycomb 2 (PRC2),el cual tiene las subunidades EZH2, EED y SUZ12.
EZH2 tiene un dominio SET, que cataliza la trimetilacion de la histona H3 en la
lisina 27 (H3K27met3), esta marcase asocia con represion transcripcional (Wu et
al., 2013). Ademas, HOTAIR interacciona en su extremo 3" (646 nucleoétidos) con
LSD1, que se encarga de la desmetilacion de la lisina 4 en la histona H3 (H3K4)
(Figura 2), una marca asociada con activacion transcripcional (Tsai et al., 2010).
La interaccion de HOTAIR con el DNA ocurre en regiones ricas en GA, induciendo
la formacion de una triple hélice RNA:dsDNA, se ha sugerido que esta triple hélice
funciona como anclaje para el reclutamiento de proteinas o indirectamente
configura a la cromatina de tal forma que facilita su unién (Chu et al., 2011).
Recientemente, se ha reportado que HOTAIR regula la expresion de genes
actuando como RNA competidor enddégeno (ceRNA) de microRNAs (miRNAs) a
través de su interaccion fisica con ellos, induciendo su degradacion vy

desregulando la expresion de los genes blanco de miRNAs (Bhan and Mandal,
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2015). Ademés, HOTAIR est4 involucrado en la regulacién post-traduccional, ya
que interacciona con la ubiquitin ligasa E3 (Mex3b y Dzip3) e induce la
degradacion proteosomal mediante ubiquitinacion de ataxina-1 (involucrada en
ataxia espinocerebral) y snurportina-1 (involucrada en transporte nucleo-

citoplasmatico) (Yoon et al., 2013).

Chromosome 12
HOXC gene cluster HOTAIR

HOTAIR aOOHd‘O
LSD1 complex ‘

PRC2 complex

Target gene
Figura 2. Regulacién de genes blanco por HOTAIR. HOTAIR interacciona con los
complejos represores LSD1 y PRC2 para desmetilar H3K4 y establecer la marca
H3K27met3, ambas asociadas con represion transcripcional (Hajjari and Salavaty, 2015).

Inicialmente, se reporté que HOTAIR inhibia la expresion de genes homedticos del
locus HoxD involucrados en el desarrollo embrionario (Rinn et al., 2007), sin
embargo, actualmente se sabe que HOTAIR juega un papel importante en cancer
(Hajjari et al., 2014). Se ha reportado que la expresion de HOTAIR esta elevada
en por lo menos 16 tipos diferentes de tumores humanos (Deng et al., 2014,
Loewen et al., 2014). En cancer, HOTAIR promueve la migracion, invasion,

proliferacion celular, metastasis e inhibe la apoptosis al favorecer la expresion de
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oncogenes y disminuir la expresidbn de genes supresores de tumor. Ademas,
HOTAIR favorece la desregulacién de multiples vias de sefializacién celular, entre
ellas la via WNT (Tang and Hann, 2018). En este sentido, se ha reportado que
HOTAIR promueve la sobre-activacion de la via WNT en cancer de pulmén (Chen
et al., 2015, Guo et al., 2018a), ovario (Li et al., 2015), esofaringeo (Ge et al.,
2013), colorectal (Xiao et al., 2018), gastrico (Cheng et al., 2018) y cervical (Guo et
al., 2018b). Sin embargo, poco se sabe acerca de los mecanismos moleculares
por los cuales HOTAIR estimula la via de WNT, por lo que en este trabajo nos

intereso estudiar este mecanismo.

El segundo objeto de interés en este trabajo fue TET1. Esta proteina consta de
2,136 aa, tiene un dominio CXXC en el extremo N-terminal (aa 500-910) y un
dominio catalitico (CD) en el extremo C-terminal. El dominio CXXC reconoce y se
une preferencialmente a CpGs no metilados, lo que favorece su unidn a regiones
ricas en CpGs en el genoma (Zhang et al., 2010). El CD es rico en Cys y cadenas
B-hélice (DSBH) (Figura 3) (Tahiliani et al., 2009). Las regiones DSBH consisten
de 8 cadenas [ antiparalelas conservadas con motivos altamente conservados
Hix-Xaa-Asp-(Xaa)n-His y residuos de Arg involucrados en la fijacion de Fe(ll) y a-

cetoglutarato (a-KG) (Ko et al., 2015).
TET1

——a I -

l |
CD domain

|:| CXXC (CpG island binding)
. Cys-rich (enzyme activity)

DSBH (enzyme activity)
- Spacer region (unknown function)

Figura 3. Estructura de TET1. Consta de un dominio CXXC (cuadro marrén), una region
rica en Cys (6valo morado) y una regién DSBH (rectangulo azul) (Chen and Wu, 2016).

TET1 es una dioxigenasa dependiente de Fe(ll) y a-KG que participa en la
desmetilacion activa del DNA mediante la oxidacion de 5-metilcitocina (5mC) a 5-

hidroximetilcitocina (5hmC), 5-formilcitocina (5fC) y 5-carboxilcitocina (5caC) a
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través de su dominio CD en presencia de ATP(Figura 4) (Ito et al., 2011).El nivel
global de 5hmC modifica la estructura de la cromatina y la actividad transcripcional
local mediante el reclutamiento de proteinas de unién a 5hmC o excluyendo a
proteinas de unién a CpGs metilados (MBPs). Por otra parte, TET1 participa en la
desmetilacion pasiva del DNA al excluir a metiltransferasas de mantenimiento 1
(DNMT1) debido a que no reconocen como sustrato a 5hmC (Tahiliani et al.,
20009).
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Figura 4. Papel de TET1 en la desmetilacién activa del DNA. Las enzimas DNMTs
catalizan la conversién de 5C a 5mC, después, las enzimas TETs catalizan la conversiéon
de 5mC a 5hmC, 5fC y 5caC. El sistema de reparacion del DNA por escision bases (TDG)
reconoce 5fC y 5caC y las sustituye por C no modificadas. Los grupos funcionales de las
citocinas se muestran en color morado (Chen and Wu, 2016).

A nivel transcripcional, TET1 es regulada negativamente por metilacion de su
promotor y regulada positivamente por PPAR-1 (Ciccarone et al., 2014), HIF-2a
(Tsai et al., 2014), Oct4 y Sox2 (Koh et al., 2011); a nivel postranscripcional, TET1
es regulada negativamente por miembros de la familia miR-29 (miR-29a, miR-29b
y miR-29c¢) (Morita et al., 2013, Ge et al., 2013), miR-22 (Song et al., 2013), miR-

26a (Fu et al., 2013); y a nivel postraduccional, la glicosilacion en Thr535, por N-
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acetil-glucosamina (O-GINAc), aumenta la estabilidad de la proteina, por el
contrario, la fosforilacion de este residuo marca a la proteina para degradacion via
proteosomal (Shi et al., 2013).

La disminuciéon de TET1 es un evento que ocurre en multiples enfermedades,
entre ellas el cancer (Tan and Shi, 2012). En cancer, se han reportado niveles
reducidos de esta proteina. Ademas, la re-expresion de TET1 en lineas celulares
de cancer humano disminuye la invasion, migracion y proliferacion celular
(Rawluszko-Wieczorek et al., 2015). Recientemente se report6d que la re-expresion
de TET1 inhibe la via WNT en cancer de colon (Neri et al., 2015a), ovario (Duan et
al., 2017) y nasofaringeo (Fan et al., 2018). Sin embargo, se desconoce gran parte

de los mecanismos moleculares involucrados en dichos eventos.

La via de WNT, participa en la regulacion de la expresion de genes involucrados
en la sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion celular (Ochoa-Hernandez et al.,
2012). La activacion de este via es regulada mediante la union ligando-receptor.
Los ligandos Wnt son glicoproteinas ricas en cisteinas de aproximadamente 350-
400 aminoacidos que contienen un péptido sefial N-terminal para su secrecion. El
primer ligando Wnt identificado fue Wnt3a, posteriormente se identificaron otros
ligandos como WIs y Wg. Actualmente, se han identificado 19 ligandos Wnt en
mamiferos (MacDonald et al., 2009, Ying and Tao, 2009). Por otra parte, los
receptores de ligandos Wnt son Frizzled (Fz o Fzd) y la proteina relacionada al
receptor de lipoproteina transmembranal (LPR). En mamiferos se han identificado
10 genes que codifican para receptores Fz. Ademas, hay dos tipos de co-
receptores LPR: 5y 6 (MacDonald et al., 2009).

La via de WNT permanece inactiva en ausencia de ligando Wnt, en este estado el
complejo APC/AXIN induce la fosforilacion en la regién N-terminal de B-catenina
citosodlica por CK1a y GSK3p, esto es reconocido por la ubiquitin ligasa E-3 B-
TrpC que induce su ubiquitinacion y degradacion proteosomal (Figura 5A). Por el

contrario, la via de WNT se activa con la unién del ligando Wnt a su receptor Fzd y
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su co-receptor LRP5/6, estos forman un complejo que recluta a Dvl, la cual
fosforila LRP5/6. LRP5/6 fosforilado interacciona con AXIN, evitando que AXIN
fosforile a B-catenina, esto ocasiona que B-catenina se acumule en citoplasma y
se translogue al nucleo mediante la interaccion directa con proteinas del poro
nuclear. En el nucleo, p-catenina forma un complejo de activacién transcripcional
con factores de transcripcién miembros de la familia TCF/LEF (TCF1, TCF3, TCF4
y LEF1) y activa la transcripciébn de sus genes blanco, como c-Myc, CCND1,
WISP1, los cuales regulan la proliferacién celular y la sobrevivencia (Figura 5B)
(MacDonald et al., 2009, Ying and Tao, 2009).

LRP5/6 LRP5/6
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Figura 5. Regulacién de la via WNT. A) Via de WNT en estado inactivo y B) Via de WNT
en estado activo (MacDonald et al., 2009).

La desregulacion de la via WNT es un evento coman en multiples enfermedades,
entre ellas el cancer. En cancer se ha reportado que esta via esta sobre-activada,
en parte, por la inhibicibn de sus reguladores negativos principalmente por
hipermetilacion de sus promotores o modificaciones de histonas (Figura 6)
(Ochoa-Hernandez et al., 2012). Por ejemplo, se ha reportado que la
hipermetilacion en promotores de reguladores negativos de esta via disminuye su

expresion en carcinoma de células escamosas (SFRP-2, WIF-1, DKK-1, DACH-1y
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RUNXS3) (Shiah et al., 2016) y cancer cervical (DKK3 y SFRP2) (van der Meide et
al., 2011).
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Figura6. El silenciamiento epigenético de reguladores negativos de la via WNT inducen
su activaciéon en varios tipos de cancer humanos. En cancer, los reguladores negativos
de la via WNT (supresores de tumor) (6valos verdes) son inhibidos epigenéticamente,
favoreciendo la sobre-activacion de la via WNT mediada por su reguladores positivos
(oncoproteinas) (6valos rojos) (Ying and Tao, 2009).

La via WNT es una via de sefializacion sobre-activada en varios tipos de cancer,
entre ellos el cancer cervical. Uno de los mecanismos involucrados en la sobre-
activacion de esta via es la inhibicion de sus reguladores negativos y la metilacién
anormal de sus promotores es uno de los mecanismo que participan en su
inhibicién. Sin embargo, se desconocen los mecanismos involucrados en la sobre-
activacion de la via WNT en céncer cervical. En este trabajo analizamos el papel
de HOTAIR en la via de WNT y algunos de sus reguladores negativos, ademas

analizamos la contribucién de TET1 en este proceso en células Hela.
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3. Capitulo 1

HOTAIR knockdown decreased the activity Wnt/p-catenin signaling
pathway and increased the mRNA levels of its negative regulators in HeLa
cells
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HOTAIR Knockdown Decreased the Activity
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Abstract

Background/Aims: HOTAIR is a long non-coding RNA that promotes the development of human
cancer. TET1 enzyme is involved in DNA demethylation by oxidation of 5-methylcytocine and it is
considered a tumor suppressor in some types of cancer. HOTAIR and TET1 are involved in modulation of
the Wnt/B-catenin signaling pathway, but their role in cervical cancer remains to be elucidated. The
aim of this work was to analyze the effect of HOTAIR in TET1 expression, Wnt/B-catenin signaling, and
expression, methylation and hidroxymethylation of some negative regulators of this pathway in Hela
cells. Methods: HOTAIR and TET expression were analyzed by RT-qPCR and western blot. The HOTAIR
knockdown was done with DsiRNA and the activity of the Wnt/B-catenin signaling pathway through
luciferase assays and B-catenin nuclear translocation. The mRNA levels of SNAIL, EDN3, CYCD1, SPRY2
(targets of Wnt/B-catenin pathway) PCDH10, SOX17, AJAP1, and MAGI2 (negative regulators of Wnt/B-
catenin pathway) were evaluated by RT-gPCR. The DNA methylation and hidroxymethylation of
negative regulators of the Wnt/B-catenin pathway were evaluated by methylation-specific PCR and
chemical modification, followed by digestion and quantitative PCR. Results: HOTAIR knockdown in
Hela cells decreased the activity of Wnt/B-catenin signaling pathway. It increased the mRNA levels of
Wnt/ B-catenin negative regulators through a decrease in their promoter's methylation pattern. TET1
enzyme was also down-regulated in HOTAIR knockdown cells. Conclusion: Our study suggests a
mechanism in which HOTAIR promotes the over- activation of Wnt/B-catenin signaling pathway by
downregulation of PCDH10, SOX17, AJAP1 and MAGI2 and also TET.
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