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. RESUMEN

La region 8qg24 se caracteriza por presentar una baja densidad de genes; sin embargo, su
amplificacién en diversos tipos de cancer y la observacion de translocaciones cercanas a esta
region, la convierten en un candidato interesante de estudio para dilucidar su rol biolégico en los
procesos tumorales. Recientemente se incrementé la atencion sobre 8924, ya que estudios de
asociacion del genoma asociaron varios polimorfismos con susceptibilidad para el desarrollo de

tumores de colon y prostata.

La “cercania” relativa del proto-oncogen c-Myc (a 330 kb), hizo especular que tal vez este gen
estuviese bajo control de un potenciador situado en 8g24. Se demostrd la existencia de dicho
potenciador, y que su actividad es mediada por el complejo TCF4/B-catenina de la via Wnt. Para
que el potenciador en 8qg24 regule a c-Myc, deberian estar préximos en el espacio nuclear.
Estudios de captura de la conformacién de la cromatina mostraron que existian lazos de
cromatina, como consecuencia de su interaccién a distancia, que los aproximaba. Este tipo de
lazos es mediado por proteinas organizadoras del genoma, como CTCF y cohesinas.
Adicionalmente en esta misma region, se descubrieron genes para ARNs largos no codificantes

(IncRNAs) cerca o sobre el potenciador de 8g24, que afectan la expresion de c-Myc.

El objetivo de esta tesis fue investigar, utilizando una variante de los estudios de conformacion
de la cromatina, denominada Captura Circular de la Conformacion de la Cromatina o 4C, la
estructura de contactos y/o interacciones de largo alcance que establecen el potenciador en
8924 y c-Myc con otras regiones del genoma. La técnica 4C implicod el entrecruzamiento de la
cromatina, digestion del ADN unido por complejos proteicos, ligacion del ADN para formar
moléculas circulares y liberacién de las mismas por reversion del entrecruzamiento. Estas
moléculas contenian secuencias de regiones que estaban interactuando, y se enriquecio en
aquellas que contenian al potenciador o a c-Myc, mediante PCR invertido y anidado con
cebadores especificos. La identificacidon de los interactores se hizo a través de la secuenciacién
masiva de las moléculas circulares enriquecidas y el estudio bioinformatico de las lecturas

obtenidas usando como referencia el genoma de referencia humano anotado.

Una vez obtenida una lista de posibles puntos de contacto, se seleccionaron grupos de
interactores (potenciadores de c-Myc o genes potenciados por la region 8q24) utilizando criterios
funcionales. Especificamente se comparé los datos de 4C con datos de Inmunoprecipitacion de
la Cromatina para marcadores especificos de promotores y potenciadores (H3K4mef1,
H3K4me3, H3K27ac y p300), proteinas involucradas en la formacion de los lazos de cromatina
(CTCF, RAD21 y STAGH1), el factor de transcripcién (TCF4); y como marcadores de cromatina

abierta o accesible, se utilizaron datos de inmunoprecipitacién (ARN Polimerasa IlI) y de



hipersensibilidad a la DNAsa |. Adicionalmente se utilizaron de niveles de expresion en muestras

clinicas, y se busco literatura acerca de los vinculos de estas regiones con procesos tumorales.

Utilizando estos criterios se identificaron 7 genes que podrian ser regulados por el potenciador
(ACBD3, BCL9, CCNY, HPSE, RTF1, SMARCC1, ZNF643), y 8 regiones que podrian actuar
como potenciadores de c-Myc, (localizadas en 1p34.3, 1p11.2, 1925.3, 3p25.3, 9p23, 159015.3,
19p13.3 y 21922.3). Algunos de ellos fueron confirmados mediante 3C-PCR y analisis de ADN

quimérico en los datos 4C.

La literatura de los genes que interactuan con el potenciador E sefiala que algunos de ellos: a)
estdn sobreexpresados en ciertos tipos de tumores; b) tienen relacion con aspectos de la
progresion y capacidad metastasica; c) por sus roles en la célula podrian influir en la
transcripcion de genes criticos para el control celular; d) estan implicados en la regulacion de la

via Wnt, de la cual c-Myc es un blanco.

Este trabajo permitié identificar los posibles interactores del potenciador E y del promotor de c-
Myc en la linea LNCaP, a través del estudio de la conformacién de la cromatina en combinacion
con secuenciacion masiva. También se logré caracterizar funcionalmente dichas regiones, y se

verificod su interaccion a través de 3C-PCR.

A futuro, los interactores identificados podrian ser utilizados en analisis in silico y ensayos
funcionales, para contribuir a la comprension de sus roles bioloégicos en cancer y a mayor

escala, establecer las redes regulatorias que subyacen los procesos tumorales.



Il. INTRODUCCION

8924 y su asociaciéon con cancer

La regién 8924, localizada en el brazo largo del cromosoma 8 humano, comenzd a llamar la
atencion al observarse que estaba frecuentemente amplificada en diversos tipos de cancer, tales
como cancer de prostata (Cher et al. 1996; Visakorpi et al. 1995; Sun et al. 2007; Ribeiro et al.
2006; Lapointe et al. 2007) y de colon (Douglas et al., 2004; Ried et al., 1996); o que estaba
incluida en translocaciones causantes de otros tumores, como el linfoma de Burkitt (Battey et al.
1983; Toujani et al. 2009). 824 posee una baja densidad génica: secuencias retrovirales
endogenas (HERVs) (Haiman et al. 2007), pequefios (Huppi et al. 2008) y largos ARNs no
codificantes (IncRNAs) (Xiang et al. 2014; Ling et al. 2013; Yang et al. 2013; Chung et al.
2011)(Xiang et al. 2014; Ling et al. 2013) y seudogenes y genes que se transcriben pero cuya
funcion biolégica se desconoce (DQ515897, CB104826, POUSF1P1) (Tomlinson et al.

2007) (Figura 1).
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Figura 1 — Mapa fisico de la region 8q24. En la parte superior se indican algunos SNPs asociados con cancer,
seudogenes y genes, incluyendo al protooncogen c-Myc. En el medio se muestran elementos potenciadores
propuestos y sitios de unién al factor de transcripcion TCF4. En la parte inferior se indican elementos potenciadores
identificados in silico (denominados como A — G), y se detallan los sitios de unién para TCF4 en el potenciador E
(Modificado de Sotelo-Silveira et al. 2010).



Estudios de asociacién del genoma o GWAS (Genome Wide Associations Studies), mostraron
que existian variantes o SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) en la secuencia de la region
8924 asociadas a un mayor riesgo para cancer de colon (Freedman et al. 2006; Tomlinson et al.
2007; Zanke et al. 2007) y prostata (Freedman et al. 2006; Haiman et al. 2007; Yeager et al.
2007; Gudmundsson et al. 2007; Witte 2007). Los GWAS permiten identificar variantes
asociadas con susceptibilidad para una enfermedad sin ser necesario conocer a priori su rol
(Easton and Eeles 2008; Couzin and Kaiser 2007).

La identificacion de estos SNPs asociados permitié identificar tres bloques gendmicos
adyacentes en 8qg24 que presentan un riesgo incrementado para cancer de préstata (Witte
2007), y que fueron denominados regiones 1, 2 y 3 por el orden en que fueron descubiertos
(Figura 1). EI SNP rs6983267 localizado en la region 3, fue el que presenté una mayor
significancia tanto para cancer de colon como préstata. Este polimorfismo presenta dos alelos: T
y G, siendo preferencialmente amplificado en cancer de colon, el haplotipo que contiene al alelo
G (Tuupanen et al. 2009).

Otros SNPs que también fueron asociados son rs1447295 y rs16901979 con cancer de préstata
(Witte 2007); rs10808556 y rs7013278 con colon (Haiman et al. 2007); rs9642880 con cancer de
vejiga (Gudmundsson et al. 2007) y rs13281615 con cancer de mama (Easton et al. 2007).

Sobreexpresién del gen c-Myc en cancer

A una distancia promedio de 330 Kb de rs6983267 en 8924, se encuentra el protooncogen c-
Myc, implicado en procesos celulares tales como control del crecimiento celular, diferenciacién
celular, y apoptosis (Wierstra and Alves 2008). Mutaciones en la secuencia codificante de este
gen no estarian exclusivamente vinculadas con la carcinogénesis (Levens 2010), pero si su
sobreexpresion (Buttyan et al. 1987; Gil et al. 2005; Williams et al. 2005).

Se han propuesto distintos mecanismos responsables de la sobreexpresiéon del gen c-Myc. Uno
de ellos podria ser el aumento en el numero de copias del gen como consecuencia de la
amplificacibn observada, en ciertas patologias, de 8g24. Sin embargo, 8g24 seria
predominantemente amplificada en tumores de prostata en etapa avanzada (Van Den Berg et al.
1995), mientras que la sobreexpresion del gen c-Myc ocurriria en tumores en etapa temprana
(Gurel et al. 2008). Ademas, no se encontrd correlacion entre la amplificacion de 8q24
confirmada por Hibridizacién In Situ por Fluorescencia o FISH (Fluorescence [n Situ

Hibrydization) y los niveles de proteinas c-MYC en cancer de prostata (Gurel et al. 2008).



Otro mecanismo de regulacién propuesto de regulacion es a través de la via de sefalizacion
Whnt, implicada en procesos de desarrollo y cancer, entre cuyos genes blanco se encuentra c-
Myc. En esta via participa la f—catenina, un cofactor de transcripcion cuya activacion en prostata
de ratén resulta en niveles muy elevados de c-Myc y causa PIN (Prostatic Intraepithelial
Neoplasia) (Yu et al. 2009). Otra opcion es Foxp3, un factor de transcripcion localizado en el
cromosoma X que reprime al gen c-Myc. La “downregulation” de Foxp3 resulta en niveles
mayores de ARNm y proteinas c-MYC en cancer de prostata (Wang et al. 2009; Shen and
Abate-shen 2010).

Como c-Myc es el protooncogen situado mas cercano a la regién 8g24 asociada a cancer, y que
previamente se sugirié que su expresion podria ser controlada por elementos distales (Lavenu et
al. 1994; Hallikas et al. 2006), parte de las investigaciones previas a esta tesis se centro en la
existencia de elementos reguladores de tipo “enhancer” o potenciadores en 8q24, que actuen

sobre el gen c-Myc (Haiman et al. 2007).

Elementos potenciadores en 824 y la regulacion del gen c-Myc

Estudios recientes utilizaron la herramienta computacional EEL (Enhancer Element Locator)
(Smith et al. 1981) para predecir elementos reguladores en la region 89g24 (Tuupanen et al.
2009; Sotelo et al. 2010). EEL predice elementos potenciadores evolutivamente conservados,
basado en alineamientos de sitios de union para factores de transcripcion. Ambos trabajos
coincidieron en la existencia de un elemento potenciador (denominado potenciador E) en la

region donde se localiza rs6983267 (Tuupanen et al. 2009; Sotelo et al. 2010).

La funcion biolégica de este elemento potenciador se comprobd a través de experimentos de
transactivacién in vitro en lineas celulares derivadas de cancer de prostata y colon
(heterocigotas para rs6983267), con un vector de expresion que contenia a dicho elemento junto
al promotor minimo del gen c-Myc (Sotelo et al. 2010) o al promotor del gen timidina quinasa
(Tuupanen et al. 2009; Pomerantz et al. 2009), y al gen de la luciferasa como gen reportero de la

transactivacion transcripcional.

Ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina o ChIP (Chromatin ImmunoPrecipitation)
demostraron que el elemento potenciador E se une al factor de transcripcién TCF4 (Tuupanen et
al. 2009; Pomerantz et al. 2009; Sotelo et al. 2010), que también participa en la via Wnt. La
variante rs6983267 mapea en la ultima posicién de la secuencia consenso de uno de los sitios
de unién para TCF4 en la region de 8g24 donde se localiza el potenciador E (Hallikas et al.

2006; Tuupanen et al. 2009) (Figura 1). Aunque se observd que el alelo G de dicha variante



incrementa considerablemente la afinidad de TCF4 por este sitio (respecto al alelo T), no se
encontré una correlacion entre el genotipo rs6983267 y la expresion del gen c-Myc (Tuupanen et
al. 2009; Pomerantz et al. 2009).

En los ensayos de ChIP también se observd coprecipitaciéon de p—catenina (Tuupanen et al.
2009), cofactor de TCF4, lo que dio lugar a que experimentos de cotransfeccion con vectores de
expresion para B—catenina y para TCF4, demostraran que la actividad del potenciador E
depende de la coexpresion de estos factores (Sotelo et al. 2010). La actividad del potenciador E
en 8g24 también se demostrd in vivo, mediante la utilizacion de cromosomas artificiales de
bacterias o BAC (Bacterial Artificial Chromosome) que contenian la secuencia del potenciador, el
promotor minimo de la B-globina y el gen de la B-galactosidasa como reportero (Wasserman et
al. 2010).

Trabajos recientes reportaron la expresion de IncRNAs en la regién 8924 en cancer de prostata
(PCa) y de colon-recto (CRC) (revisados en Deng et al. 2014). En PCa se identifico al IncRNA
PRNCR1 (Chung et al. 2011); mientras que en CRC se identificaron tres: CCAT1 (Nissan et al.
2012), CCAT1-L (Xiang et al. 2014), y CCAT2 (Ling et al. 2013).

En CRC se observo una asociacion significativa entre El IncRNA CCAT2 y c-Myc. CCAT2 se
localiza a 335 kb rio arriba de c-Myc, sobre el rs6983267 en el potenciador E de 824 (Ling et al.
2013). CCAT2 potencia a TCF4 lo que provoca una activacion aberrante de la via Wnt y
sobreexpresion de c-Myc. Esto se confirmé al realizar un knockdown de este IncRNA que redujo
los niveles de expresion del ARN y de la proteina de c-Myc (Ling et al. 2013). A su vez, ensayos
de interferencia para el ARNm de TCF4 mostraron una reduccién en la expresion de CCAT2,

sugiriendo la existencia de un mecanismo de retroregulacion (Ling et al. 2013).

También se observé una asociacién entre los niveles de expresion de CCAT2 con genotipo GG
para rs6983267 y los niveles de c-Myc, sugiriendo que los alelos de rs6983267 podrian afectar
diferencialmente la expresion de c-Myc (Ling et al. 2013), contrario a lo mencionado
anteriormente (Tuupanen et al. 2009; Pomerantz et al. 2010) Respecto al mecanismo de
regulacion de c-Myc, CCAT2 pareceria ser una via alternativa a la del potenciador E. Sin
embargo, cabe la posibilidad de que CCAT2 participe en la formacion del lazo entre rs6983267 y
el promotor de c-Myc, y que colaboren con el potenciador E para regular la expresion de este
gen (Ling et al. 2013).

Ademas del elemento potenciador E en 8924, se conoce un potenciador 1.6 kb rio abajo de c-
Myc (He et al. 1998; Yochum et al. 2007, 2008) y sitios de union para decenas de factores de

transcripcién que modulan la expresion del gen c-Myc, situados rio arriba de su sitio de inicio de



la transcripcién o TSS (Transcription Start Site) (Wierstra and Alves 2008). Por otro lado, la
presencia de muchos sitios de unién para factores de transcripcién en el potenciador E llevé a
proponer a esta region como un superpotenciador (Lovén et al. 2013). El hallazgo de estos

nuevos potenciadores sugiere que quizas existan mas por descubrir.

Contactos fisicos entre el promotor de c-Myc y el potenciador E en 8q24

Para que un gen interactue con elementos reguladores tipo potenciador, deben estar préximos
entre si dentro de la organizacion tridimensional de la cromatina. Esto implica que, en un nucleo
interfasico, los cromosomas no se posicionen al azar, sino relativos unos a otros para que la
interaccion sea reproducible en cada nueva instancia de regulacion (Fraser and Bickmore 2007;
Misteli 2007).

Las interacciones de tipo “long-range” o de largo alcance implican el contacto fisico entre
regiones distales en el mismo (cis) o distinto cromosoma (trans), y tiene como consecuencia la
formacion de “loops” o lazos de la cromatina que acercan dichas regiones (Figura 2). Ejemplos
de interacciones de este tipo son la regulacion de varios genes distales (incluso de distintos
cromosomas) por potenciadores (Spilianakis et al. 2005; West and Fraser 2005), y la
colocalizacién de genes transcripcionalmente activos y ARN polimerasas asociadas a sus
promotores, en sitios del nucleo conocidos como “factories” o fabricas de transcripcién (Xu and
Cook 2008; Osborne et al. 2004; Miller et al. 2007; Pombo et al. 1999).
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Figura 2 — Interacciones de largo alcance. La expresion de un gen puede controlarse a través del nivel de
compactacion de la cromatina y de la interaccion con elementos reguladores. Las interacciones de largo alcance
implican el contacto fisico entre regiones distales en el mismo (cis) o distinto cromosoma (trans), y tiene como
consecuencia la formacién de “loops” o lazos de cromatina que acercan dichas regiones (Modificado de Fullwood et
al. 2009).



Ademas de ARN polimerasas y otros componentes de la maquinaria transcripcional, los lazos de
cromatina pueden ser mediados por la unién e interaccién entre el factor CTCF y el complejo de
cohesinas, considerados organizadores globales del genoma (Phillips and Corces 2009; Wendt
et al. 2008).

CTCF fue inicialmente estudiado por su capacidad de interferir con la comunicacién entre un
potenciador y su promotor diana y establecer dominios funcionales de expresién génica (Bell et
al. 1999; Kim et al. 2007; Handoko et al. 2011). Sin embargo, recientes trabajos en células
madre embrionarias de ratén o ESCs (Embryonic Stem Cells), revelaron un rol primario de CTCF
en mediar los lazos de cromatina y promover la comunicacion entre promotores y potenciadores

distales, mas que bloquearla (Handoko et al. 2011; Dekker et al. 2014; Sanyal et al. 2012).

Las cohesinas son un complejo heterodimero constituido por cuatro subunidades (SMC1A,
SMC3, RAD21 y STAG (1, 2 o 3)); y estan implicadas en la cohesion de las cromatidas
hermanas durante la mitosis y meiosis (Wendt et al. 2008). Las cohesinas colocalizan con CTCF,
sugiriendo una funcion facilitadora en la formacion de los lazos de cromatina (Dorsett 2011;
Parelho et al. 2008), aunque también se han observado sitios de union independientes de CTCF
(Faure et al. 2012; Rubio et al. 2008).

Para estudiar las interacciones de largo alcance y conocer un poco mejor la conformacion de la
cromatina en dichas interacciones, se puede emplear la metodologia 3C (Chromosome
Conformation Capture) (Dekker et al. 2002). 3C pone en evidencia contactos fisicos entre dos
regiones gendmicas que pueden localizarse en el mismo cromosoma o en distintos
cromosomas, midiendo la frecuencia con la que suceden dichos contactos mediante PCR
cuantitativo (Polymerase Chain Reaction) (Figura 3). Por este motivo, la metodologia 3C fue
utilizada por distintos grupos de investigacién para evidenciar la interaccion entre el potenciador
E de 8g24 y el promotor y primera mitad del gen c-Myc en cancer de colon y prostata
(Pomerantz et al. 2009; Sotelo et al. 2010).
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Figura 3 — Esquema de la metodologia 3C. a) Entrecruzamiento de la cromatina para formar complejos ADN —
proteinas que estén cercanos en el nucleo; b) digestién enzimatica; c) ligacion de los fragmentos de restriccion unidos
por el entrecruzamiento; d) reversion del mismo y €) deteccién de las uniones entre los fragmentos por PCR con
cebadores especificos de las regiones de interés que flanqueen un sitio de restriccion (Modificado de Naumova et al.
2012).

Captura Circular de la Conformacién de la Cromatina (4C)

Todos los estudios realizados sobre 8g24 indican que el elemento regulador que contiene al
rs6983267, se trata de un potenciador que efectivamente actla sobre un gen situado lejano (c-
Myc), independientemente de su orientacion tanto in vivo como in vitro (Tuupanen et al. 2009;
Pomerantz et al. 2009; Sotelo et al. 2010), mediado por factores (Sotelo et al. 2010) y establece

contactos fisicos con regiones genémicas distales (Pomerantz et al. 2009; Sotelo et al. 2010).

El descubrimiento de nuevos elementos potenciadores en la region 8g24 motivé a pensar que
existen mas contactos por caracterizar. Como la metodologia 3C permite solamente verificar un
par de interactores a la vez, esta tesis propone utilizar la metodologia Captura Circular de la
Conformacion de la Cromatina o 4C (Circular Chromosome Conformation Capture) (Zhao et al.
2006), la cual deriva del concepto de captura de la conformacion de la cromatina pensado para

3C, para estudiar las interacciones a largo alcance de 8g24 a nivel genémico.

La metodologia 4C permite capturar los contactos entre una region de interés (“bait” o carnada) y
otras regiones de ADN proximos en el espacio nuclear, midiendo la frecuencia de tales
contactos. Esta captura se logra fijando regiones de ADN que interactian, con las proteinas que
median dicha interaccién (“crosslinking” o entrecruzamiento), y puede evidenciarse por

secuenciamiento masivo con cebadores especificos para la carnada (Figura 4).



El procedimiento implica: a) entrecruzamiento de la cromatina para formar complejos ADN —
proteinas que estén cercanos en el nucleo; b) digestién enzimatica del ADN; c) ligacion de los
fragmentos de restriccién unidos por el entrecruzamiento; d) reversion del mismo para generar
una biblioteca 4C: moléculas circulares que contienen regiones gendmicas que posiblemente
estuviesen interactuando; y e) enriquecimiento de la biblioteca 4C en moléculas que contengan a

la carnada por PCR invertido y anidado con cebadores especificos para la misma (Figura 4).
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Figura 4 — Esquema de la metodologia 4C. En color rojo oscuro se indica la secuencia de la carnada, y en color azul
las secuencias desconocidas que interactian con ella. Las cabezas de flecha indican la posicién y direccion de los
cebadores del PCR invertido y anidado (extraido de Géndor et al. 2008).

Los productos del PCR corresponden a las regiones gendémicas con las que interactua la
carnada. La identificacién de dichas regioens puede hacerse mediante secuenciacidon masiva y
alineamiento contra un genoma de referencia, o mediante microarreglos con sondas conocidas

del genoma.

Secuenciacion masiva con lon Torrent

Para secuenciar en el equipamiento lon Torrent (Life Technologies) se prepara una libreria de
secuenciacién: se lleva la muestra a un tamafo esperado por fragmentacién enzimatica o
sonicacion y se ligan adaptadores en los extremos de las moléculas obtenidas, que pueden
contener una pequefia secuencia conocida como codigo de barra para discriminar entre varias
librerias, si se desea secuenciar en conjunto. Cuando se fragmentan grandes moléculas, el

rango del tamanio final es muy variable, por lo que se lo puede acotar por distintos métodos.

Los adaptadores permiten la amplificacién clonal de las moléculas en particulas esféricas o ISPs
(lon Spheres Particles) mediante un PCR en emulsion (emPCR). Las ISPs contienen en su
superficie una secuencia complementaria a uno de los adaptadores de la libreria de
secuenciacion, por lo que después del emPCR, cada esfera termina “cubierta” de copias de
moléculas. Es importante cuantificar las librerias previo al emPCR, para mezclarlas en una
relacion adecuada con las ISPs y que éstas resulten monoclonales. Si la relacion esta
desbalanceada, se pueden obtener particulas vacias (sin sefial) o policlonales (con copias de

dos o mas moléculas, multiples sefales).
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Luego se controla la calidad del emPCR, para estimar si fue suficiente y mayoritariamente
monoclonal para secuenciar. El uso de sondas especificas para los adaptadores permite calcular
la relacién entre las moléculas amplificadas y las ISPs en una planilla excel proporcionada por el
fabricante. Después se procede con el enriquecimiento en particulas que contienen molde,

removiendo las vacias, aunque no se discrimina entre mono o policlonales.

Finalmente se carga la libreria en un chip semiconductor, junto con la polimerasa y los
cebadores para la secuenciacion, donde se da el secuenciado por sintesis de ADN. El
secuenciador introduce en el chip un nucléotido por vez. Cuando el nucleétido es incorporado a
la hebra naciente de ADN, se libera un hidrogenién, cambia el pH de la solucién y se produce
una diferencia de potencial o voltaje, lo cual es detectado por el equipo, asignando la base

correspondiente.

Si el nucledtido no se incorpora, no habra cambio de voltaje y no se asignara ninguna base para
ese punto en ese microrreactor. Si hay dos bases idénticas consecutivas el voltaje sera el doble

y se asigharan dos bases.
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ll. HIPOTESIS DE TRABAJO

Dado que la region 8qg24: a) estda amplificada en distintos tipos de cancer e involucrada en
translocaciones causantes de otros tipos; b) presenta al menos un elemento potenciador que
afecta al gen c-Myc (localizado aproximadamente a 330 Kb); ¢) que c-Myc también estaria
regulado por otros elementos potenciadores, la hipotesis de trabajo de esta Tesis es que la
region 8q24 posee caracteristicas estructurales particulares que le permiten influenciar la
actividad génica relacionada a procesos de crecimiento celular anormal y que esta regién y el
gen c-Myc pueden establecer interacciones con regiones del genoma que se encuentren lejanas

posicionalmente, posiblemente involucradas en patologias como el cancer.
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IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar las interacciones que establece la regién 8g24 en la linea celular LNCaP, para

contribuir a la comprensién de su rol bioldégico en cancer de préstata.

Objetivos especificos

I. Analizar interacciones del potenciador E (que contiene al rs6983267 asociado a cancer)
en 8g24, mediante captura de la conformacion de la cromatina (4C), para conocer cuales
regiones del genoma se encontrarian posiblemente bajo control de este elemento

regulador.

II. Analizar las interacciones del promotor de c-Myc, mediante captura de la conformacion

de la cromatina (4C), para conocer cuales regiones del genoma regularian a este gen.

lll. Confirmar las interacciones identificadas por 4C mediante con 3C-PCR.

13



V. MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares

Se cultivé la linea celular LNCaP en medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino
fetal (FBS), a 37°C y una atmdésfera 5% de CO,. LNCaP es una linea derivada de una metastasis
de cancer de préstata y heterocigota para el SNP rs6983267; es hipotetraploide, crece en

monocapa y es dependiente de andrégenos (Horoszewicz et al. 1983).

Circular Chromosome Conformation Capture o 4C

Las interacciones gendmicas del potenciador E y del promotor de c-Myc se identificaron
mediante la metodologia 4C (Zhao et al. 2006), de acuerdo al protocolo utilizado por Gondor y

colaboradores (Gondor et al. 2008).

El procedimiento implicé: a) entrecruzamiento de la cromatina para formar complejos ADN —
proteinas que estuviesen cercanos en el nucleo; b) digestidn enzimatica del ADN y control de la
eficiencia de la digestion; c) ligacion de los fragmentos de restriccion unidos por el
entrecruzamiento; d) reversion del mismo para generar una biblioteca 4C, compuesta por
moléculas circulares que contengan regiones gendmicas que posiblemente estuviesen
interactuando; e) purificacion del ADN circular; y f) enriquecimiento de la biblioteca 4C en
moléculas que contengan a la carnada, por PCR invertido y anidado con cebadores especificos

para la misma (Figura 4).

Por cada experimento 4C se utilizaron tres viales: 1 — muestra 4C: siguioé todo el procedimiento y
fue la utilizada para identificar los interactores; 2 — control ligado: sigui6 todo el procedimiento
con excepcioén de que la reversion del entrecruzamiento fue anterior a la ligacion, por lo tanto los
fragmentos de restriccion se liberaron de los complejos y se ligaron sobre si mismos; 3 — control

no ligado: siguiod todo el procedimiento pero al final no se ligé (Figura 5).
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Figura 5 — Metodologia 4C en detalle. En color rojo se indica la secuencia de interés o carnada, y en color
azul la de las secuencias interactoras (modificado de van Steensel & Dekker, 2010).
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Entrecruzamiento

Cuando las células LNCaP alcanzaron un 80% de confluencia, se procedié con el
entrecruzamiento de la cromatina. Se removié el medio de cultivo, se lavaron las células con
PBS a temperatura ambiente y se incubaron con paraformaldehido al 1% en PBS (preparado
fresco), durante 10' a temperatura ambiente. El paraformaldehido trabaja sobre distancias cortas
(2 A), por lo que prevalecen los contactos entre proteinas y ADN que estan interactuando, sobre

contactos al azar (Solomon and Varshavsky 1985; Orlando et al. 1997; Jackson 1999).

Terminado este tiempo se transfirié el frasco de cultivo a hielo, se removio el paraformaldehido y
se lavo con una solucién de glicina 0,125 M en PBS, la cual bloquea al agente entrecruzante. Se
adicioné nuevamente glicina para levantar las células con un “scraper” o rastrillo, y se transfirié
la suspensién a un tubo Falcon de 15 mL para centrifugarse a 2000g por 5' a 4°C. Mientras se
centrifugaban las células, se disgregé con Tripsina (0,25% Tripsina - EDTA) un frasco de cultivo
no tratado, para contar células en camara de Neubauer y estimar el numero en los frascos
tratados. Después de la centrifugacion, se removio el sobrenadante dejando un volumen residual
adecuado para llegar a una concentracién 10° células por cada 100 yL de glicina 0,125 M, que

se alicuotaron en tubos eppendorfs y se guardaron a -80°C hasta la digestion.

Digestion

Por cada experimento 4C, se utilizaron tres viales de células entrecruzadas, los cuales se
prepararon para la digestion. Se descongelaron los tubos en hielo y se centrifugaron a 2000g por
5'" a 4°C. Se removié el sobrenadante, y se resuspendio el “pellet” en el buffer de Mbo |, la
enzima de restriccion de corte frecuente (*\GATC) elegida para digerir la cromatina. Las enzimas
de corte frecuente generan fragmentos de ~ 250 pb, lo cual aumenta la resolucién de la

metodologia al definir mejor el sitio de interaccion (Simonis et al. 2007).

Se centrifugé nuevamente en las mismas condiciones y se resuspendio el pellet en un buffer de
digestién (compuesto por buffer de Mbo | e inhibidores de proteasas). A la suspensién se le
agregd SDS (concentracion final 0,3%) y se incubd con agitaciéon a 1400 rpm toda la noche a
37°C, lo que facilitd la apertura de la cromatina para la digestion. Al dia siguiente se agregdé mas
buffer de digestion en cuatro pasos secuenciales, con pipeteo suave para evitar la agregacion de
células o nucleos por la rapida dilucion del SDS. Se adicioné Tritén X—100 (concentracién final
1,8%) para secuestrar el SDS, y se incubd a 37°C con agitacién a 1400 rpm por 1,5 h. Se guardé
50 pL de cada uno de los viales, como controles no digeridos para determinar la eficiencia de la

digestion.
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Para la digestion propiamente dicha se incubaron las células con 300 U de Mbo | por 4h a 37°C
con agitacion a 1400 rpm; al cabo de este tiempo se adicioné 300 U mas para las siguientes 4 hs
y finalmente, 200 U por toda la noche a 37°C con agitaciéon. Siempre se repuso el agua
evaporada para no afectar la eficiencia de la reaccion. Al dia siguiente, se tomé 50 pL de cada
vial como controles digeridos, y se procedi¢ a determinar la eficiencia de la digestion. El resto de

cada vial se mantuvo a 4°C.

Eficiencia de la digestion

Para determinar si la carnada se digirié6 apropiadamente y que no afectara la interpretacion de
los datos finales, se determiné la eficiencia de la digestion de las alicuotas de ADN tomadas a

partir de cada vial antes y después de la digestion.

Cada una de estas alicuotas se incubé con SDS (concentracion final 1,7%) a 65°C por 20, para
terminar la lisis celular y/o la digestién. Se centrifugd a 12000g por 3' y se transfirio el
sobrenadante a otro tubo. Se resuspendié el pellet del tubo original y se diluyd el sobrenadante
con 83 pL y 127 uL de buffer TE, respectivamente. Las fracciones se trataron con RNAsa (0,3
mg/mL final) y se incubaron a 37°C por 30'. Luego se revirtio el entrecruzamiento en presencia
de proteinasa K (0,5 mg/mL final) y NaCl (0,2 M final), y en el caso de la fraccion del pellet
también con SDS (0,5% final), por toda la noche a 65°C con agitacion. Se purificaron las

fracciones con Qiagen PCR Purification Kit (Qiagen).

Primero se compararon visualmente las fracciones del sobrenadante de las alicuotas digeridas y
no digeridas, en un gel de agarosa 1,2% (tinciéon con GoodView, SBS Genetech). Después se
analizé cuantitativamente la digestion mediante un qPCR que compara la concentracién de
amplicones de ADN digerido y no digerido con cebadores que flanqueen y no flanqueen sitios de
restriccion de Mbo | (iQ SYBR Green Supermix, BIORAD).

En el gPCR, la curva de amplificacion presenta tres fases: a) temprana, donde la sefial de
fluorescencia es muy débil, b) exponencial, donde la sefial crece exponencialmente, y c) plato,
donde los reactivos se terminaron y no se observa incremento de sefial. El usuario puede definir
un nivel umbral de fluorescencia, por debajo del cual se considera “ruido” de la amplificacion.
Durante la fase exponencial, el ciclo en el cual la fluorescencia supera el umbral, se conoce
como Ct (“cycle threshold”). Para calcular la eficiencia de la digestién se utilizé la siguiente

formula:

% eficiencia = 100 — 100
2 (ACt ADN digerido — ACt ADN no digerido)
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Donde ACt corresponde a la diferencia entre el Ct del producto de PCR de ADN (digerido o no)
amplificado con cebadores que flanquearan al sitio de restriccion Mbo | y el Ct del producto
amplificado con cebadores que no lo flanquearan (Wang et al. 2014a). Se recomienda que el

porcentaje de digestién sea mayor o igual a 85% (Gondor et al. 2008).

Terminacién de la digestidn

Después de establecer que la digestion fue suficiente, se continudé con los viales digeridos
guardados a 4°C: se detuvo la digestion y se lisaron las células al incubar en presencia de 1,6%
SDS con agitacion a 65°C por 20'. Se centrifugaron las células a 16000g por 3' a temperatura

ambiente y se transfirid el sobrenadante de cada muestra a un nuevo tubo eppendorf.

En este punto se definid el destino de cada uno de los tres viales: uno se guardé a 4°C (muestra
4C), mientras que a los otros dos se les revirtid el entrecruzamiento con NaCl (0,2 M final), EDTA
(1 mM final) y proteinasa K (0,2 mg/mL final) a 65°C toda la noche (controles). Se purificaron con

Qiagen PCR Purification Kit (Qiagen) y se cuantificaron con Nanodrop®.

Ligacion

Para la ligacién apropiada de la muestra 4C, era necesario que la concentraciéon de los
fragmentos de restriccion fuese lo suficientemente baja para favorecer la reaccion intramolecular
de aquellos fragmentos unidos por el mismo complejo ADN—proteinas (0,8 ng/pL) (G6ndor et al.
2008). En base a la concentracion de los controles (ya no entrecruzados), se estimé la de la
muestra 4C, todavia entrecruzada. Uno de los controles no se ligd (control no ligado) y se
guardod a -20°C hasta el paso de enriquecimiento por PCR. El otro control se ligd (control ligado)
junto con la muestra 4C. Se agreg6 buffer de ligacion (Triton X-100 1%, inhibidor de proteasas,
10 mM Tris-HCI pH 7,8 y BSA 0,1 mg/mL) a 4 yg de ADN, y se incubd por 1,5 h a 37°C. Se
agrego T4 DNA ligasa (6000 U) y su buffer, y se incubé por 72 h a 16°C. El volumen de reaccion
es de 6 mL, para que la concentracion final del ADN sea baja. Al cabo de este tiempo, se incubé
la mezcla de ligacién 1 h a temperatura ambiente, para que la ligasa complete cualquier espacio

en el ADN circular.
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Reversién del entrecruzamiento

La reversién del entrecruzamiento de la muestra 4C se llevo a cabo al incubarla a 65°C por toda
la noche, en presencia de NaCl (0,2 M final), EDTA (1 mM final) y proteinasa K (0,2 mg/mL final).
Los fragmentos de la muestra 4C que estaban unidos a proteinas en comun, formaron circulos
quiméricos que contenian a la carnada y a los segmentos de ADN que estaban interactuando
con ella, constituyendo una biblioteca 4C de los contactos existentes. No fue necesario incluir a
los controles ligado y no ligado pues ya se les habia revertido el entrecruzamiento antes de la

ligacion.

Purificacion del ADN total

Se transfirio la muestra 4C (ligada y con reversion del entrecruzamiento) y el control ligado (con
reversion y ligado) a un tubo Falcon de 50 mL, donde se precipité el ADN a -20°C por un periodo
no menor a 12 hs, por el agregado de glicogeno (0,15 mg/mL final), NaAc pH 5,0 (0,3 M final) y 2
volumenes de etanol absoluto. Se centrifugd a maxima velocidad 30' a 4°C y se lavo el pellet con
etanol 70%. Se centrifugd a maxima velocidad 15' a 4°C, y se resuspendio el pellet en 100 uL de
H20 libre de DNAsa. ElI ADN se purificd con el Westburg PCR Purification Kit (Invitek) seguido
por el Qiagen PCR Purification Kit (Qiagen), eluyendo en 50 pL de buffer TE 0,5x. Se midi6 la
concentracion de ADN con Nanodrop® y se diluyé a una concentracién final de 20 ng/uL con

buffer TE 0,5x. Se guardé la muestra 4C y el control ligado a -20°C.

Purificacién del ADN circular

Debido a su inestabilidad, el ADN circular se purificd inmediatamente antes del enriquecimiento
por PCR. Se digiri6 el ADN lineal de la muestra 4C y del control ligado con exonucleasas | y lll, y
se incubd a 37°C por 45' seguido de 80°C por 25', para inactivar las enzimas. Se purifico el ADN
circular con Westburg PCR Purification Kit (Invitek), donde se eluyé con buffer TE 0,3x
conteniendo 10 ng de ADN de E.coli sonicado a un tamaro de 300 pb, para prevenir que el ADN
circular se adhiriera a las paredes de la columna del kit. Se incubd en la columna toda la noche a

temperatura ambiente, y al dia siguiente se centrifugd a 16000g por 2.
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Enriguecimiento por PCR anidado e invertido

Una vez generada la biblioteca 4C, se enriquecen los circulos que contengan a la carnada
(potenciador E o promotor de c-Myc) mediante la amplificacion con PCR invertido y anidado con
cebadores especificos para la carnada, para asegurarse que todos los amplicones se
amplifiquen con la misma eficiencia (Géndor et al. 2008). El disefio de los cebadores empleados

se detalla mas adelante en Materiales y Métodos.

Para el primer PCR, se hicieron tres réplicas por cada muestra (muestra 4C, controles ligado y
no ligado). Cada reaccién contenia 10 yL de ADN circular purificado, Buffer 1x, 0,65 uyM de cada
uno de los cebadores externos (FwdOut y RevOut, ver mas adelante en Figura 10 de la seccion
Disefio de cebadores), 0,35 mM dNTPs, 0,2 mM MgCl;, 0,5 ng/uL ADN E.coli sonicado (para la
procesividad enzimatica), 3,3% DMSO y 0,03 U/uL de enzima.

Las condiciones de ciclado fueron: desnaturalizacion inicial a 98°C por 30" a 98°C, 4 ciclos
extensos (desnaturalizacion 98°C por 10", annealing por 40', extension 72°C por §'), seguido de
30 ciclos mas cortos (desnaturalizacion 98°C por 7", annealing por 2' 30", extension 72°C por

5"), y una extension final de 72°C por 7'.

Como molde del segundo PCR, se utilizé una dilucion 1/100 en buffer TE del producto del
primero, también por triplicado para cada dilucién. Cada reaccion de este segundo PCR contenia
2,5 pL de la dilucién, Buffer 1x, 0,35 mM dNTPs, 0,65 uM de cada cebador interno (Fwdin y
Revin, Figura 10), 0,15 mM de MgCI2 y 0,05 U/uL polimerasa. Las condiciones de ciclado
fueron: desnaturalizacion inicial de 94°C por 4', 27 ciclos (desnaturalizacion 94°C por 30",
annealing por 1', extension 72°C por 4'), y una extension final de 72°C por 7'. Los 9 productos de
PCR finales de cada muestra (tres del primer PCR y sus triplicados en el segundo), se

purificaron con Qiagen PCR Purification Kit.

En el control ligado se espera que amplifique una banda del tamafio esperado al del disefio del
PCR, que corresponde al evento de autoligacion del fragmento de restriccion que contiene a la
carnada. En la muestra 4C se debe observar un “smear” que representa todos los posibles
interactores de la carnada, y en el control ligado no se debe amplificar nada, pues no se ligoé
(Figura 5).
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Secuenciacion de bibliotecas 4C

Seleccion de amplicones 4C

Se secuencié solamente la biblioteca de la muestra 4C y no los controles ligado y no ligado,

porque éstos solo sirvieron a los efectos de corroborar la digestion y ligacién de la cromatina.

Debido a que los amplicones del tamafio esperado corresponderian a eventos de autoligacién de
la carnada, y que serian los mas abundantes en la biblioteca de la muestra 4C, se secuenciaron
los amplicones de mayor tamafo, conteniendo como inserto a las regiones interactoras. Esto se
logré a través una electroforesis en gel de agarosa 1,2% de cada una de las bibliotecas 4C (de
las muestras 4C del Potenciador E y del promotor de c-Myc), extraccion con QIAquick Gel
Extraction Kit (QIAGEN), y cuantificacion con el fluorimetro Qubit® dsDNA HS Assay (Life

Technologies).

Optimizacién de la preparacion de las librerias de secuenciacion

Los productos de PCR fueron secuenciados con lon Torrent (Life Technologies). Cada libreria de
secuenciacion (Potenciador E y promotor de c-Myc) se preparard segun el protocolo de lon
Xpress™ Plus Fragment Library Kit, donde 100 ng de los productos de PCR se fragmentaron de
forma enzimatica para una distribucion de tamafo de 400 pb. El tiempo de reaccion promedio
para obtener dicha distribucion es de 8'; pero como el protocolo esta optimizado para ADN
genomico y puede variar segun el contenido GC de la muestra, se probé con distintos tiempos
dentro de un rango entre 5 y 12' sugerido por el fabricante. Esto se tested con la fragmentacion a
5, 7y 9' de los amplicones del potenciador E y se analizé con Agilent Bioanalayzer 2100 System
con el kit Agilent High Sensitivity DNA Analysis (Agilent). Una vez optimizada la reaccién, se
continud con la ligacion de los adaptadores con cédigo de barra para identificar a cada libreria al

final de la secuenciacion.

Amplificacién clonal por PCR en emulsién y secuenciacion

Los productos intermedios de la fragmentacion y ligacion se purificaron con perlas magnéticas
del sistema de purificacion de PCR Agencourt® AMPure® XP (Beckman Coulter). Se confirmé la
distribucién de cada libreria (ahora con adaptadores) y se cuantific6 en un equipo Agilent

Bioanalyzer 2100 System con el kit Agilent High Sensitivity DNA Analysis.
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El PCR en emulsion se llevo a cabo en el equipo lon OneTouch™ 2 System de acuerdo al
protocolo del kit lon PGM™ Template OT2 400 Kit, mezclando ambas librerias en una sola
reaccion. La secuenciacion se corrié en un lon 318TM Chip en el equipo lon PGM™ System,

segun el protocolo del kit lon PGM™ Sequencing 400 Kit v2 (Figura 6).

Productos PCR 4C

Fragmentacion
400 pb

Secuenciacidn

I — Ligacion de adaptadores
Pl con cadigo de barra

T T Libreria
A BC P1

e e [ R RHEI a0 En P

| "."\.-"_
I

voom o oa o Cimoaa

Cuantificacidn de librerias PCR en emulsidn

Figura 6 — Secuenciacion en lon Torrent: preparacion de las librerias por fragmentacion y ligacion de adaptadores con
coédigo de barra, cuantificacion con Bioanalyzer, amplificacion clonal por PCR en emulsién y secuenciacion
(modificado de material de Life Technologies).

Analisis de datos de secuenciacion

Se generé un archivo .fastq para cada libreria con informacion de las lecturas (nombre,
secuencia, calidad), con el complemento FastQCreator del programa Torrent Suite asociado al

secuenciador. También se hizo un analisis de calidad de las lecturas con FastQC

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).
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Una vez obtenidos los archivos .fastq de cada libreria, se utilizé el programa Sickle para remover
los nucléotidos con un puntaje de calidad inferior a 20", y se conservaron sélo las lecturas con
longitud mayor o igual a 50 nucleétidos (sickle se -f -q 20 -t sanger -I 50) (Joshi y Fass 2011,
disponible en https://github.com/najoshi/sickle) (Figura 7).

|
|

Alineamiento con hg19 (BWA)

i

Generacion de archivos tabulados con informacion
del alineamiento (Samtools, Bedtools)

i

Bisgueda de picos 4C (MACS)

Figura 7 — Procesamiento de los datos 4C.

Las lecturas procesadas se alinearon contra la secuencia de referencia del genoma humano
(hg19 o GRCh37), la cual se obtuvo desde el Genome Browser de la Universidad de California,

Santa Cruz (UCSC) (http://hgdownload.cse.ucsc.edu). Para el alineamiento se utilizé el

programa BWA (Burrows-Wheeler_Aligner) (Li and Durbin 2009), que se especializa en alinear
secuencias contra un gran genoma de referencia como lo es el humano (Figura 7). Como el
rango del largo de las lecturas resulté ser amplio, se emple6 el algoritmo MEM de BWA (Maximal
Exact Match), que ademas reporta lecturas quiméricas, es decir, lecturas cuyas fracciones

alinean en dos sitios gendémicos, tales como suele suceder en translocaciones.

" En la escala de Phred para Sanger, 20 corresponde a una tasa de error de 1 nucleétido en cada 100.
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El archivo de salida .sam (Sequence Alignment/Map) generado en el alineamiento se convirtié
en su version binaria .bam (Binary Alignment/Map), mediante Samtools (Li et al. 2009). Este
programa indexa el genoma de referencia (samtools faidx), hace la conversién propiamente
dicha (samtools view -bS), y finalmente ordena e indexa el archivo .bam por las coordenadas
cromosomoémicas (samtools sort; samtools index) (Figura 7). Con Samtools (samtools view) y
comando de linux (grep, awk, sed, sort, uniq y wc) se contabilizaron las lecturas alineadas, asi
como las quiméricas (con fracciones corespondientes a dos sitios gendmicos distintos) y no

quiméricas (toda la lectura corresponde a un solo sitio).

Busqueda de picos 4C

Para buscar regiones gendémicas con una mayor densidad de lecturas, definidas como picos
(Figura 7), se utiliz6 a MACS (Model-based Analysis of ChIP-Seq) (Zhang et al. 2008), un
algoritmo implementado en Python usualmente empleado para reportar picos en estudios de
ChIP-Seq (combinacién de ChIP con secuenciacién masiva). MACS calcula localmente el
promedio y la varianza de las lecturas distribuidas en el genoma “background”, para definir los
picos. Una ventaja de MACS para el estudio de datos 4C es que no es necesario utilizar un

control como se hace en ChlP.

MACS requiere la conversion del archivo .bam (‘alineamiento.bam') proveniente del
alineamiento, en .bed (‘alineamiento.bed'), un archivo tabulado que contiene el nombre del
cromosoma donde alined cada secuencia, asi como la posicién de inicio y de final de las
mismas. La conversién de .bam a .bed se hizo con Bedtools (bedtools bamtobed -i) (Quinlan and
Hall 2010), para finalmente identificar los picos con MACS (macs14 -t -f BED -n -g -w), donde los

parametros g y w corresponde al tamario del genoma de referencia (2.7¢€°).

MACS genero otro archivo .bed conteniendo localizacién gendmica de los picos 4C, un .xIs con
mayor informacion que .bed (extension de los picos, numero de lecturas en cada uno, p-valor,
etc.) (‘picos.xls'), y un .wig que muestra a los picos 4C como una distribuciéon a lo largo del
genoma ('picos.wig'). Con comandos de linux se obtuvo el numero de picos 4C identificados (wc
-1), la extension de los mismos contenida en la columna 4 del archivo .xIs (awk '{print$4}"), los
picos con mayor numero de lecturas (sort -nk6, tail) y los picos en comun a los datos 4C del

potenciador E y c-Myc (bedtools intersect -a -b -wa, wc ).
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Analisis de datos 4C

Genes cercanos a picos 4C en comun vy a los mas abundantes

Como una primera aproximacion al estudio de los picos 4C obtenidos, se buscaron los genes
mas cercanos a los picos en comun del potenciador E y c-Myc, y a los picos mas abundantes
para cada carnada, mediante la herramienta GREAT (Genomic Region Enrichment of
Annotations Tool) disponible en el UCSC Genome Browser. GREAT examina las regiones de los
picos e indica la distancia respecto al sitio de inicio de la transcripcion o TSS (Transcription Start
Site) de los genes mas cercanos. También se estudio la participacion de los genes cercanos en
enfermedades y desordenes asi como también sus funciones celulares y moleculares a través

de Ingenuity Pathway Analysis (IPA®, QIAGEN Redwood City, www.giagen.com/ingenuity).

Distribuciéon en el genoma y estructuras génicas

Para estudiar la distribucién de todos los picos 4C en el genoma y su potencial asociaciéon con
estructuras génicas (promotores, exones, intrones, UTRs, regiones rio abajo de genes), se
empled el programa CEAS (Cis-regulatory Element Annotation System) (Shin et al. 2009),
también utilizado para ChIP-Seq. CEAS compara el enriquecimiento de los picos 4C respecto al

genoma mapeable (http:/liulab.dfci.harvard.edu/CEAS/usermanual.html) y requiere los archivos
'picos.bed' y 'picos.wig' generados por MACS.

Interpretacién funcional

Para analizar mas profundamente los datos 4C e intentar darles un significado funcional, se
planteé como punto de partida intersectar los picos 4C con datos de ChIP y DNAsa-Seq, que
permitieran identificar regiones promotoras o elementos potenciadores, activos e involucrados en

interacciones de largo alcance.

Para complementar los resultados de las intersecciones del potenciador E, también se analizé el

nivel de expresion de cada region candidata y se buscé literatura que la relacionara con cancer.
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Interseccion con datos de ChIP-Seq y DNAsa-Seq

Para predecir genes candidatos a ser regulados por el potenciador E, y elementos reguladores
del gen c-Myc, se intersectaron los picos 4C con datos de ChIP y DNAsa-Seq. Para lograr esto
se cargaron los archivos 'picos.bed' de cada carnada generados por MACS, y datos de ChIP y
DNAsa-Seq al UCSC Genome Browser (Tabla 1). La interseccion se realizé mediante la
herramienta UCSC Table Browser disponible en UCSC Genome Browser, que generé un “track”

por cada cruce de datos.

Tabla 1 — Datos de secuenciacion utilizados para intersectar con datos 4C
Dato Linea celular Fuente Acceso datos crudos Descarga .BED
DHS LNCaP ENCODE GSM816634 (GEO?) ucsc*
H3K4me1 LNCaP Yu et al. 2010 GSM353634 (GEO) Cistrome
H3K4me3 LNCaP Yu et al. 2010 GSM353626 (GEO) Cistrome
H3K27ac LNCaP Hazelett et al. 2014 GSM1249447 (GEO) Ucsc*
CTCF LNCaP ENCODE GSM1006874 (GEO) ucsc*
TCF4 LNCaP Hazelett et al. 2014 GSM1249449 (GEO) ucsc*
p300 LNCaP Wang et al. 2011 GSM686944 (GEO) Cistrome
RNA Pol Il VCaP Yu et al. 2010 GSM353623 (GEO) Cistrome
RAD21 MCEF-7 Schmidt et al. 2010 | E-TABM-828 (ArrayExpress) | ArrayExpress
STAGH1 MCEF-7 Schmidt et al. 2010 | E-TABM-828 (ArrayExpress) | ArrayExpress
* Disponibles como track cargado por Hazelett et al. (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/ hgTracks?

hgS_doOtherUser=submit&hgS_otherUserName=hazelett&hgS_otherUserSessionName=pca)

En el caso del potenciador E, se intersectaron los picos 4C con datos de ChIP-Seq de
H3K4me3, un marcador epigenético de regiones promotoras (Figura 8). El track resultante se
ingres6 en GREAT y se obtuvieron todos los genes cercanos a los picos 4C que contenian al
marcador.

Aquellos genes donde la interseccion se localizaba entre -2000 pb y +500 pb respecto a su TSS,
se seleccionaron mediante awk. A su vez, esta interseccion se cruz6 con datos de marcadores
de cromatina abierta tales como ChIP-Seq de sitios de uniéon de RNA Pol Il y DNAsa-Seq para
sitios de hipersensibilidad a la DNAsa | o DHS (DNAse | Hypersensitivity Sites), y ChIP-Seq para
sitios de unién de proteinas involucradas en interacciones de largo alcance (CTCF, STAG1,
RAD21) y del factor de transcripcion TCF4 (Figura 8).

2 GEO: Gene Expression Omnibus)
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Figura 8 — Interpretacion funcional de picos 4C. Los picos de cada carnada se intersecta con marcadores especificos
de promotores o potenciadores, segun sea el caso. En las regiones candidatas también se estudia la presencia de
sitios de unién para otras proteinas de interés (lazos de cromatina, accesibilidad, factores de transcripcion).

En el caso de c-Myc, se intersectaron los picos 4C con datos de ChIP-Seq de tres marcadores
para elementos potenciadores: las modificaciones de histonas H3K4me1 y H3K27ac, y sitios de
unién para p300, una enzima acetiltransferasa de histonas (Figura 8). El track resultante se
cruzoé con datos ChIP-Seq y DNAsa-Seq de marcadores de cromatina abierta (RNA Pol I, DHS),
proteinas involucradas en interacciones de largo alcance (CTCF, STAG1, RAD21) y el factor
TCF4 (Figura 8).

Expresion en muestras clinicas

Como estudio complementario, se estudio la expresion de los genes candidatos a ser regulados
por el potenciador E, en muestras clinicas de tumores de prostata, a través de la base de datos
Oncomine (Rhodes et al. 2007), que colecta, estandariza y analiza datos de microarreglos

publicados.
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Se llevé a cabo un analisis de Expresion Diferencial en Oncomine, entre carcinoma de préstata y
glandula normal de prostata, el cual utiliza el test t de Student para el andlisis estadistico (two-
sided). Este analisis se realizd sobre 14 estudios de microarreglos de cancer de préstata, que en

total sumaron 261 controles y 713 casos.

Literatura vinculada a cancer

También se recurrié a la literatura para obtener informacién que sustentase, indicase o sugiriese
algun vinculo de los genes posiblemente regulados por el potenciador E, con diversos aspectos

de cancer, tales como desarrollo y progresion, expresion especifica de tejido, etc.).

Visualizacién de datos e interacciones

Los datos 4C, ChIP y DNAsa-Seq se visualizaron y exploraron a nivel gendmico en IGV
(Integrative Genomic Viewer) (Thorvaldsdottir et al. 2013). Los contactos entre cada carnada y
sus correspondientes interactores se visualizaron en una configuracion circular con el programa
Circos (Krzywinski et al. 2009).

Chromosome Conformation Capture o 3C

Las interacciones gendmicas que resultaron ser mas interesantes o pertinentes para los
objetivos de esta tesis, se confirmaron mediante la metodologia Chromosome Conformation
Capture o 3C (Dekker et al. 2002), de acuerdo al protocolo utilizado por Hagége et al. (2007).
Mientras 4C permite responder con quienes interactia una regién de interés, 3C permite
responder si existe contacto fisico entre dos regiones de interés conocidas a priori. En esta tesis
dichas regiones corresponderian a las carnadas 4C (Potenciador E y promotor de c-Myc) con

cada uno de sus posibles interactores identificados.

El procedimiento implicd: a) entrecruzamiento de la cromatina para formar complejos ADN —
proteinas que estuviesen cercanos en el nucleo; b) digestion enzimatica del ADN con una
enzima de restriccion de corte raro; c) ligacion de los fragmentos de restriccion unidos por el
mismo complejo, en condiciones que generen moléculas lineales quiméricas formadas por las
distintas secuencias interactoras; d) reversiéon del entrecruzamiento; e) purificacion del ADN
quimérico; y f) confirmacion de un contacto en particular por PCR con cebadores especificos

para las dos regiones de interés, que flanqueen el sitio de restriccién (Figura 3).
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Entrecruzamiento

Cuando las células LNCaP alcanzaron un 80% de confluencia, se les removid el medio de cultivo
y se lavaron dos veces con PBS a temperatura ambiente. Se disgregaron al incubar a 37°C por
5' con Tripsina (0,25% Tripsina — EDTA). Se resuspendié el pellet en medio RPMI 1640 y se
transfirid la suspension a un tubo Falcon de 15 mL para centrifugarse a 400g por 1' a
temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante y se resuspendio el pellet en un volumen de
PBS para llegar a una concentracion 10’ células por cada 500 uL. En 3C se entrecruzo la
cromatina de las células disgregadas (en suspension, no adherentes), por incubaciéon con

paraformaldehido al 2% en PBS (preparado fresco), durante 10' a temperatura ambiente.

Terminado este tiempo se transfirié el tubo Falcon a hielo y se agregé una solucién de glicina 1
M en PBS, la cual bloquea al agente entrecruzante. Se centrifugé a 225g por 8' a 4°C, se

removié el sobrenadante y se guardaron los pellets a -80°C hasta la digestion.

Digestién

Se resuspendié cada pellet en el buffer de Bgl Il (1,2x), la enzima de restriccion elegida para
digerir la cromatina (A*GATCT). La suspension se transfirié a un tubo eppendorf, se le agregd
SDS (concentracion final 0,3%) y se incubd a 37°C por 1 h con agitacion a 900 rpm. Se adicioné
Tritén X-100 (concentracion final 2%) para secuestrar el SDS y se incub6 a 37°C por 1 h con
agitacién a 900 rpm. Para la digestion se agregd 400 U de Bgl Il y se mantuvo a 37°C por toda la

noche con agitacion.

Ligacién

Se termind la digestion por la adicién de SDS (concentracién final 1,6%) e incubacién a 65°C por
20-25' con agitacion a 900 rpm. Se transfirid la reaccion a un tubo Falcon de 50 mL, donde se
agrego buffer de ligacién 1,15x y Tritébn X-100 (concentracion final 1%) para incubarse a 37°C
por 1 h con agitacion. Se agregd T4 DNA ligasa (100 U) por 4 h a 16°C seguido de 30' a

temperatura ambiente, para que la enzima completara cualquier espacio en el ADN ligado.
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Reversién del entrecruzamiento

Se revirtié el entrecruzamiento en presencia de proteinasa K (300 ug final) y se incub6 a 65°C

por toda la noche.

Purificacion del ADN

Se agregd RNAsa (300 ug final), y al cabo de 30-45' a 37°C, se hizo una extraccién con fenol-
cloroformo. Se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo Falcon de 50 mL, se precipité el ADN
con 0,1 volumenes de NaAc 2 M pH 5,6 y 2 volumenes de etanol 100% a -80°C por 1 h.
Después se centrifugo a 2200 g por 45' a 4°C, se removio el sobrenadante y se lavo el pellet con
etanol 70%. Se centrifugd a 2200g por 15' a 4°C, se removi6 el sobrenadante, se seco el pellet y

se resuspendio en Tris 10 mM pH 7,5. Las alicuotas se guardaron a -20°C.

Amplificacion de moléculas conteniendo a las regiones que interactuan

Como resultado de las condiciones de la ligacién, se obtuvieron moléculas quiméricas lineales
que representaban los contactos que existian en la célula. La confirmacién de cada contacto
identificado previamente por 4C (carnada 4C - interactor) se hizo a través de PCR con
cebadores especificos para cada region, y que flanquearan un sitio Bgl Il. Se disefiaron los
cebadores de acuerdo a Naumova et al. (2012) con el programa CLC Genomics Workbench
v6.5.

Cada reaccion de 20 uL contenia Buffer 1x, 0,65 uM de cada uno de los cebadores, 0,35 mM
dNTPs, 0,2 mM MgCI2, 0,03 U/uL de enzima y 20 ng de ADN. Las condiciones de ciclado
fueron: desnaturalizacion inicial a 98°C por 30" a 98 °C, 4 ciclos (desnaturalizaciéon 98°C por 10",

annealing por 40', extension 72°C por §'), y una extension final de 72°C por 7'.

Diseiio de cebadores

Todos los cebadores utilizados en esta tesis se disefiaron con el programa CLC Genomics
Workbench v6.5. Para la eficiencia de la digestion, se disenaron dos juegos de cebadores que
flanquearan sitios de corte de la enzima Mbo | en la regiéon promotora de c-Myc (F1-R1 y F2-R2),

y otro juego que no lo hiciera F3-R3 (Figura 9), donde R2 y R3 poseen la misma secuencia.
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Figura 9 — Cebadores para determinar la eficiencia de la digestién en la regién promotora de c-Myc. Los triangulos
verdes representan a los cebadores, y las barras verticales a los sitios de restriccion de Mbo I. Debajo se indica la
distancia de cada cebador al sitio Mbo | correspondiente.

En la Tabla 2 se muestra la secuencia, el largo y la temperatura de “melting” de cada cebador,
asi como el E-valor de su alineamiento con el genoma de referencia hg19 a través de BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), herramienta disponible en el National Center for

Biotechnology Information o NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). También se muestra el

tamario esperado del amplicén producido por cada par de cebadores.

Tabla 2 — Cebadores utilizados para medir la eficiencia de la digestion

Nombre Secuencia 5' - 3' Largo (nt) Tm (°C) | Amplicén (pb) | E-valor
F1 AATTAGCTCAAGACTCCCCC 20 58 0.015
R1 CCGTTAACTCTTTCCTCCC 19 58 17 0.041
F2 CCTTCTTTCCTCCACTCTCCC 21 61 0.005
R2 TCCCTCTCAAACCCTCTCCC 20 61 2% 0.015
F3 CCGCCTGCGATGATTTATAC 20 60 0.015
R3 TCCCTCTCAAACCCTCTCCC 20 61 % 0.015

Para el enriquecimiento por PCR invertido y anidado, se analizaron los sitios de restricciéon de
Mbo | en la secuencia de referencia del genoma humano (hg19) y se disefiaron las moléculas
circulares y los cebadores especificos para cada carnada. Para el disefio de los cebadores se
consider6 que la molécula circular contenia solo la secuencia de la carnada, sin inserto o
interactor, por lo que el tamafo esperado del amplicon correspondia al evento de autoligacién de
la molécula (Figura 10).
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Figura 10 — Cebadores para el enriquecimiento 4C. Abajo se representa la molécula circular que contiene sdlo la
secuencia de la carnada, donde la barra vertical celeste corresponde al sitio de restriccion de Mbo | donde se inserta
el interactor, y los triangulos corresponden a los cebadores. Arriba se muestra una linealizacion de la molécula circular
para mejor visualizacién de la posicion de los cebadores, y las distancias de cada cebador de cada carnada al sitio
Mbo I.

En la Tabla 3 se muestra la secuencia, el largo y la temperatura de “melting” de cada cebador
para cada carnada, asi como el E-valor de su alineamiento con el genoma de referencia hg19 a
través de BLAST. También se muestra el tamafio esperado del amplicon producido por cada par

de cebadores.

Tabla 3 — Cebadores utilizados para el enriquecimiento durante 4C
o o Largo Tm Amplicon
Nombre Secuencia 5' -3 o E-valor
(nt) (G (pb)
PCR#1 GGTATGAATAGGAGAGCT 18 53 0.16
FwdOut
, PCR#1 GGGAAAGTTGATGGTGAT 18 54 0.16
Potenciador | RevOut 193
E
PFSVF;fnZ GAAGCTTAGAAGGGCATTTT 20 54 0.015
PRisﬁz AAGAGGGAGGTATCAACAG 19 54 0.041
PCR#1 | - AAACAGACGCCTCCCGCAC 20 63 0.015
FwdOut
PCR#1
CCCAATTTCTCAGCCAGGTTTC | 22 62 0.001
Promotor RevOut
M PCR#2 151
c-hye i TACCCTTCTTTCCTCCACTC 20 56 0.015
PRisﬁz CGTTAACTCTTTCCTCCCC 19 56 0.041
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Para confirmar las interacciones 4C a través de 3C-PCR, se disefidé un cebador especifico para
cada uno de los fragmentos de restriccion generados por Bgl Il que contuvieran a las regiones
identificadas por 4C (Dekker et al. 2012). Cada cebador se localizaba sobre uno de los extremos
de cada fragmento, apuntando hacia el sitio de restriccion (Figura 11A). Cuando dichos extremos

se ligan entre si, se amplifica el sitio de restriccion/ligacion junto con las secuencias rio abajo de

cada cebador (Figura 11By C).

) @ s |.5' Z ©
O == O

3

Fosibles productos de ligacion

Circulares ®_|_® i o

©+® iy

@+® @+® :
@+® *

Lineales

Mo detectables
por PCR

Figura 11 — Cebadores para validacion por 3C-PCR. Arriba. A. Situacién de entrecruzamiento simplificado, donde dos
fragmentos de restriccion (uno de color rojo, el otro azul) estan unidos por un mismo complejo. Los extremos de cada
fragmento estan numerados del 1 al 4, y los extremos de cada hebra estan indicados (5', 3'). En color verde se indica
la posicién de cada cebador en un solo sentido en uno solo de los extremos de cada fragmento. Abajo. Posibles
productos de ligacion. B. Se pueden formar circulos por la autoligaciéon de los fragmentos de restriccion, que no
amplificaran. C. Se pueden formar moléculas lineales quiméricas, donde solamente una sera detectada por PCR,
cuando los extremos sobre los cuales se disefiaron los cebadores se ligan entre si (Modificado de Naumova et al.

2012).

En la Tabla 4 se muestra la secuencia, el largo y la temperatura de “melting” de cada par de
cebadores para 3C-PCR, asi como el E-valor de su alineamiento con el genoma de referencia

hg19 a través de BLAST y el tamafio esperado del amplicén.
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Tabla 4 — Cebadores utilizados para 3C-PCR

Par Interactor Secuencia 5'-3' Largo (nt) | Tm (°C) | Amplicén (pb) | E-valor
Potenciador_1 ATAGAGAGAGATGCTGATTGGC 22 59 8,00E-004
ACBD3 ATATGATGAGTTTTGGCACAGG 22 59 227 8,00E-004
Potenciador_1 ATAGAGAGAGATGCTGATTGGC 22 59 8,00E-004
BCL9 GAGTATGGGAAAAGCTGAAGGAAAG 25 61 27 2,00E-005
Potenciador_1 ATAGAGAGAGATGCTGATTGGC 22 59 8,00E-004
HPSE AGAGGATGACAGAGAAAGCAGGAAG 25 63 208 2,00E-005
Potenciador_2 AAACCATAGAGAGAGATGCTGA 22 58 8,00E-004
RTF1 GACTGGCAATTAGAAGGAGTAG 22 57 o5 8,00E-004
Potenciador_2 AAACCATAGAGAGAGATGCTGA 22 58 8,00E-004
SMARCC1 TTTTGAAAGTATATTGGCCGGG 22 57 378 8,00E-004
c-Myc_1 TCCTCGGATTCTCTGCTCTCCTC 23 63 3,00E-004
159015.3 CGTCTCTCCAATCCTTTCTGCT 23 62 > 8,00E-004
c-Myc_1 TCCTCGGATTCTCTGCTCTCCTC 23 63 3,00E-004
19p13.3 CAACACAGCGAGACAATTTTTC 22 58 %58 8,00E-004
c-Myc_1 TCCTCGGATTCTCTGCTCTCCTC 23 63 292 3,00E-004
1925.3 TATCTAAAGTTCTCTCCTTCCTGCC 25 60 2,00E-005
c-Myc_3 CTTCCCCTACCCTCTCAACGAC 22 64 8,00E-004
21922.3 ATCTTGGCTCACTGCAACCTCC 22 64 489 8,00E-004
c-Myc 2 GTCAAAAGTGGGCGGCTGGAT 21 65 3,00E-003
9p23 ACCAGGAAAGATCAAGACCCAAG 23 62 %22 3,00E-004
c-Myc_2 GTCAAAAGTGGGCGGCTGGAT 21 65 3,00E-003
1p34.4 TGATAGGAGGAGAAGCAGGAGTGG 24 64 191 3,00E-004
c-Myc_1 TCCTCGGATTCTCTGCTCTCCTC 23 63 3,00E-004
1p11.2 TGACTTTTCTCCCGTATCCAGC 22 60 200 8,00E-004
c-Myc_3 CTTCCCCTACCCTCTCAACGAC 22 64 8,00E-004
2921.2 GGTTCTGATGTGAAGTTGTCTT 22 58 492 8,00E-004
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Comparacién con otros datos de interacciones en la linea LNCaP

Para corroborar los interactores del potenciador E identificados en esta tesis mediante 4C, se
comparo con los publicados por Wang et al. (2014a), quienes estudiaron varias lineas celulares
derivadas de cancer de prostata, incluida LNCaP. Este grupo desarrolld6 una metodologia
derivada de 3C conocida como 3C-MTS (3C-Multiple Target Sequencing), en la cual se prepara
una libreria de secuenciacién a partir de la biblioteca 3C y se multi-capturan las moléculas que
contengan fragmentos pertenecientes a la regién 8924 (incluyendo al potenciador E) con sondas
especificas marcadas con biotina. Posteriormente los fragmentos seleccionados son

amplificados y secuenciados (Wang et al. 2014a).
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VI. RESULTADOS

Generacion de bibliotecas 4C

Las bibliotecas 4C para cada region de interés, potenciador E y promotor de c-Myc, se

obtuvieron siguiendo el protocolo utilizado por Gondor et al. (2008).

Eficiencia de digestion

Durante la preparacion de las bibliotecas 4C, se determino la eficiencia de la digestion de la
cromatina de manera cualitativa a través de una electroforesis en gel de agarosa, y de manera
cuantitativa por gqPCR. En la electroforesis se corrieron las fracciones del sobrenadante de las
alicuotas que se extrajeron antes y después de la digestion con Mbo |, y a las que se les revirtid
el entrecruzamiento. Las tres fracciones habrian alcanzado el 85% de digestion, al comparar con
los resultados obtenidos por Géndér y colaboradores (Figura 12). La fraccidn con mayor

concentracion de ADN (carril 5, Figura 12) fue elegida posteriormente como muestra 4C.

A B

MW No dig 100 30 65

2,000
1,500

1,000
600

300

DNA Cromatina con reversion
gendomico del entrecruzamiento

Figura 12 — Eficiencia de la digestion de la cromatina. A) ADN digerido y no digerido con Mbo | durante el experimento
4C de la presente tesis. Carriles: 1 — ADN no digerido; 2, 3 y 5: ADN digerido de distintas alicuotas 4C; 4 — Ladder. B)

Figura modificada de Gondér et al. (2008), a modo de comparacion.
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Luego de corroborar visualmente la eficiencia de la digestion a través de la electroforesis, se
determind cuantitativamente el porcentaje de ADN digerido a través de un qPCR con cebadores
que flanquearan sitios Mbo | y que no lo hicieran, en ADN digerido y no digerido (Tabla 2). Como
no se logré amplificar el ADN no digerido con los cebadores F1 — R1, se calculd la eficiencia de
la digestion con los otros cebadores. Se utilizé la formula presentada en Materiales y Métodos

para determinar la eficiencia de la digestion, la cual alcanzé el 78%.

Enriguecimiento en moléculas conteniendo la carnada

El enriquecimiento de cada biblioteca 4C en las moléculas circulares que contenian a la carnada
correspondiente, se hizo a través de PCR invertido y anidado con cebadores especificos para la
carnada (Tabla 3). Para el disefio de los cebadores se consider6 como molde al fragmento de
restriccion que contenia a la carnada en una configuracion circular, es decir, como si dicho

fragmento se ligara sobre si mismo (Figura 10).

En el control no ligado, al cual se le revirtié el entrecruzamiento pero no se ligd, no se formaron
moléculas circulares y por lo tanto no amplificé (Figura 13). En la muestra 4C, la cual se ligd
antes de revertir el entrecruzamiento, se formaron moléculas quiméricas (carnada e
interactores), por lo que se observé un amplicon correspondiente al evento de autoligacién de la
carnada, con un tamafo esperado de 150 pb para c-Myc y 193 pb para el potenciador E (Figura
13).

Figura 13 — Enriquecimiento de bibliotecas 4C por PCR invertido y anidado. lzquierda: Myc como carnada; carriles: 1 —
Control no ligado; 2 — Control ligado; 3 — Muestra 4C; 4 — Ladder. Derecha: Muestra 4C del potenciador E como
carnada.
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También se observé un smear de mayor tamano que llegaba hasta 1500 pb aproximadamente,
con algunas bandas pronunciadas, cuyo conjunto representa la amplificacion de las distintas
secuencias interactoras insertas en el fragmento de la carnada (Figura 13). En el caso de c-Myc,
las bandas pronunciadas tenian un tamafo cercano a 350 y 550 pb, mientras que para el
potenciador E, los tamarfos eran de 300, 400, 650 y 700 pb (Figura 13).

En el control ligado, al cual se le revirtidé el entrecruzamiento previo a la ligacién, se esperaba
que solo amplificara un producto del tamano esperado (150 pb para c-Myc, 193 pb para el
potenciador E). Sin embargo, se observé ademas un smear similar al de la muestra 4C pero de

menor intensidad (Figura 13).

Secuenciacion de bibliotecas 4C

Optimizacién del tiempo de fragmentacién

Debido a que el smear del PCR anidado e invertido iba de 150-200 hasta 1500 pb (Figura 13),
se fragmentaron los amplicones para una distribucion de tamafio de 400 pb, el largo que se
podia secuenciar. Para optimizar la fragmentaciéon se incubaron los productos de PCR del
potenciador E a 5, 7 y 9' de reaccioén y se analizaron en Agilent Bioanalyzer 2100 System con el
kit Agilent High Sensitivity DNA Analysis (Agilent) (Figura 14).
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® 7 defragmentacidn
160+

® o defragmentacidn
140+ {

120+

100

——

80
60

40+

20 o FREELEL El \LM“Q«\W
D—ﬁ*ﬁﬂﬂﬁﬂﬂ i I e T

20

T T T T T T T T T T T
40 50 60 70 B0 a0 100 110 120 130 [s]

Figura 14 — Fragmentacién de los amplicones 4C del potenciador E. La curva azul corresponde a un
tiempo de 5', la curva verde a 7' y la curva roja a 9'. El eje de las abscisas se representa el tiempo de
migracion en la electroforesis capilar, y en el eje de las ordenadas, la sefial de fluorescencia.
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El perfil de fragmentacion a los 5'y 7' fue muy similar, con un rango de tamano que comenzaba
en los 100 pb y contenia un pico en ~ 190 pb. En ambos se observa una espina o “spike”
artefacto del analisis. La fragmentacion a 9' llevé a la muestra a un rango mucho menor, con un

pico en ~ 100 pb.

Librerias para secuenciar

En base a la prueba de los tiempos de fragmentacion, se decidié incubar a 7' los amplicones de
cada una de las bibliotecas 4C (del potenciador E y c-Myc). Posteriormente, a los fragmentos se
ligaron los adaptadores con un cédigo de barra para poder discriminar entre ambas librerias de

secuenciacion al final del proceso.

La distribucién del tamano de cada libreria de secuenciacién, incluyendo los adaptadores que
suman 75 pb, se evidencio a través de una electroforesis capilar realizada en Agilent Bioanalyzer
2100. Ambas librerias tenian una distribucién homogénea, de entre 150-200 a 500 pb, con un
maximo de 220 — 230 pb, y un pico de 45 pb, que posiblemente correspondieran a dimeros de

adaptadores (Figura 15).
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Figura 15 — Perfiles de las librerias de secuenciacién de las bibliotecas 4C enriquecidas. A) Electroferograma de la
libreria del promotor de c-Myc; B) del potenciador E; C) electoforeris virtual de las librerias: carril 1 — ladder, carril 2 —
c-Myc, carril 3 — potenciador E. El eje de las abscisas se representa el tamafio en pb, y en el eje de las
ordenadas, la sefial de fluorescencia.
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Para eliminar los probables dimeros de adaptadores, se re-purificaron las librerias con el sistema
Agencourt® AMPure® XP con un protocolo modificado donde se agregd 1,6 volumenes de
perlas magnéticas respecto a la muestra. Este procedimiento se utilizd previamente de forma

exitosa con una libreria de secuenciacion de biblioteca 4C ajena a esta tesis (Figura 16).
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Las librerias re-purificadas no se sometieron a un nuevo analisis por Bioanalyzer, pero se estimé
su concentracion a partir del analisis previo a la re-purificacion. Se calculd la concentraciéon de
cada libreria antes de la re-purificacion, en un rango comprendido entre 150 y 500 pb, y se
estimo un 70% de recuperacion después de la re-purificacion. Luego se diluyé cada libreria para
llegar a una concentracion 26 pM, y se juntaron en cantidades equimolares para amplificarlas

clonalmente en el PCR en emulsion.

Secuenciacion en lon Torrent

La secuenciacion de las bibliotecas 4C del potenciador E y del promotor de c-Myc se llevo a
cabo en un lon 318™ Chip en el equipo lon PGM™ System (Life Technologies). Se cargo el 46%
del chip, lo que equivaldria a 5101643 de ISPs; sin embargo, el numero final utilizable fue
3074861 ISPs. Esto se debié a que el 1% de las ISPs estaban vacias, el 16% fue policlonal
(durante el PCR en emulsion se combinaron mas de una molécula de ADN por ISP), el 2%
corresponde a un control interno (Test Fragments) y el 22% se descartaron por baja calidad. El

largo promedio de las lecturas obtenidas fue de 146 pb (Figura 17).
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Figura 17 — Primeros resultados de la secuenciacion. Izquierda: Densidad de carga de las ISPs en el chip. Medio:
Resumen del filtrado de las lecturas. Derecha: Histograma y promedio del largo de las lecturas. Imagen capturada del
Torrent Browser asociado al secuenciador.

En la Tabla 5 se pueden apreciar detalles de cada biblioteca 4C secuenciada: el nimero de

bases y de lecturas secuenciadas, asi como el rango y el promedio de su largo. El largo de las

lecturas fue menor al esperado en la preparacién de la libreria (fragmentacion a 400 pb).

Tabla 5 — Secuenciacion de las bibliotecas 4C

Bases Lecturas Rango largo (pb) Promedio largo (pb)
Potenciador E 263689900 1713825 8 — 626 153
c-Myc 189476640 1324217 8-625 143

Analisis de datos de secuenciacion

Durante el procesamiento de las lecturas se removieron los nucleétidos de baja calidad y se

filtraron las lecturas resultantes por el largo (Figura 18). Se alinearon las lecturas procesadas a

la secuencia de referencia del genoma humano, obteniéndose en el caso de c-Myc un 97,4% de

alineamiento, y en el caso del potenciador E, un 99,7% (Tabla 6).
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Figura 18 — Distribucién del largo de las lecturas de las bibliotecas 4C antes y después de su procesamiento para A) el
Potenciador E; B) el promotor de c-Myc.

Antes Después Alineamiento de las lecturas
Lecturas | Largo (pb) Lecturas Largo (pb) Lecturas Porcentaje (%)
Potenciador E | 1713825 8 — 626 1495340 48 - 626 1490738 99,7
c-Myc 1324217 8 -625 1021207 49 - 625 994507 97,4

Mediante el uso de Samtools y comandos de linux, se manipul6é cada archivo 'alineamiento.sam'

generado durante el alineamiento para obtener diversos resultados. Se calculé el numero de

lecturas quiméricas y no quiméricas que alinearon con todo el genoma humano y las que lo

hicieron sdlo dentro de la regién de cada carnada (Tabla 7).

42



Tabla 7 — Resultados del alineamiento

Potenciador E

c-Myc

Lecturas secuenciadas

1495340 (100%)

1021207 (100%)

Lecturas alineadas al genoma

no quiméricas
quiméricas

1490738 (99,7%)
1184959 (79,2%)
305779 (20,5%)

994507 (97,4%)
785525 (76,9%)
208982 (20,5%)

Lecturas no alineadas

4602 (0,3%)

26700 (2,6%)

Lecturas alineadas situadas + 2 Kb de la carnada

no quiméricas
quiméricas

926240 (61,9%)
834814 (55,8%)
91426 (6,1%)

764415 (74,8%)
681623 (66,7%)
82792 (8,1%)

Las lecturas quiméricas alineadas contenian fracciones de secuencias que corresponden a
diferentes regiones gendémicas (Tabla 8). En el caso del potenciador E, el 97.3% de las lecturas
quiméricas que alinearon en el genoma contenian dos fracciones, mientras que en el caso de c-
Myc el porcentaje fue de 96% (Tabla 8). El porcentaje de lecturas quiméricas conteniendo tres o

mas fracciones de secuencias es considerablemente menor (Tabla 8).

Tabla 8 — Lecturas quiméricas con distintas fracciones de secuencias (porcentaje respecto al
total de quimeras alineadas al genoma)

Numero de fracciones Dos Tres Cuatro Cinco Seis
Potenciador E 297653 (97,3%) | 7623 (2,5%) 476 (0,2%) 26 (<0,01%) | 1(<0,001%)
c-Myc 200682 (96%) | 8019 (3,9%) 275 (0,1%) 6 (< 0,01%)

Para corroborar la existencia de las quimeras, se eligieron dos lecturas para buscar la homologia
de cada fraccién en el genoma humano a través de BLAST. Para los dos casos analizados se

comprobo el origen de cada una de las fracciones (Figuras 19 y 20).
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AGCATTTTTT GATGATGAAA GTAGAGGAAA GTATCAAATT CCACCAAAGG ATCAAACCCC
AACAAATTTA ATTAAGGCTC TTCACGTAGA TGAAATTGAG ATGCTAGACT AGGCAATTTG

TAATGGTTAG AAAATGCCCT TCTAAGCTT

Color key for alignment scores

<40 40-50 B0-200 »=
auery
I | | | | | | |
1 20 40 60 a0 100 120 140
- Max | Total |Query| E .
Description RANARS PN Mo’ o Ident Accession

Genomic sequences [show first]
[C] Homo sapiens chromosome B, atemate assembly CHM1 1.1 193 193 69% Be-47y 100% NC 018919.7
[(] Homo sapiens chromosome 8, atemate assembly HuRef 193 193 69% Be-47 100% AC 0001401
(] Home sapiens chromosome 8. GRCh38 Primary Assembly 193 193 69% B8e-4y 100% MNC 000008.11
[C] Homo sapiens chromoseme 11, atemate assembly CHM1 1.1 104 104 37% 4e-20 100% NC 0189227
[(] Homo sapiens chromosome 11, atemate assembly HuRef 104 104 37% 4de-20 100% AC 000143.1
[T] Home sapiens chromosome 11, GRCh38 Primary Assembly 104 104 37% de-20 100% NC 000011.10

Figura 19 — Homologia en el genoma humano de lecturas quiméricas a través de BLAST. Arriba: secuencia de la
lectura quimérica de 149 pb con dos fracciones, donde se indica en color rojo el sitio de corte de Mbo | que generaria
un fragmento de aproximadamente 50 pb y otro de 100 pb. Abajo: Resultados del BLAST contra el genoma humano,
donde el largo de cada una de las barras de colores representa el tamafio de la fraccion de la secuencia de interés
que aline6 contra una secuencia genémica en particular. Se puede apreciar que los tamafios de las barras son
similares a los esperados por la digestién de la lectura. También se muestran los sitios de homologia en el genoma

(matches), que en este caso corresponden a los cromosomas 8 y 11.
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CAGTGGCATG ATCTCTGCTG GGCCATGTTA CCTGTGGCCT TGGGATATTT GGATCACTTG
GGCCCTGGAG GTCAAGGCTG CAGTGAGCTAT GATCAGTGAC GGTGGGAACT TAACTCTGGG
AAACTATAGC TTCTTTAAAA GTGGAAGGAT CTAGTGATCC GACTCTGTCA CCCAGGCTGG
AGTGCAGTGG CACGATCTTA GCTTGCTGGG CTCTGTTGGG ATGGGATCTG TGATGCTTCT
CCTATAAACT TGTTTCACAG AAAACCAGCT TACCCAGGTA TAGGCTCAGT TTTA

Color key for alignment scores

<40 40-50 50-B0 B80-200 »>=200
0w e vy |
1 | I | | |
1 50 100 150 200 250

Description Max Total score Query E ldent Accession
score cover value
Genomic sequences [show first]
[] Homo sapiens chromosome B, attemnate assembly CHM1 1.1 130 1.810e+05 56% 1le-27 100% NC 018919.2
[Tl Homo sapiens chromosome B, attemate assembly HuRef 130 1.783e+05 56% 1e-27 100% AC 000140.1
[C] Homo sapiens chromosome 8, GRCh38 Primary Assembly 130 1.817Ve+05 56% 1le-27 100% MNC 000008.11
[C] Homo sapiens chromosome X, atemate assembly CHM1 1.1 128 2.016e+05 60% 5e-27 100% NC 0189342
[ Homo sapiens chromosome X, attemate assembly HuRef 128 1660e+05 60% 5e-27 100% AC 0001551
[C] Homo sapiens chromosome X, GRCh38 Primary Assembly 128 2.030e+05 60% 5e-27 100% NC 000023.11
[] Homo sapiens chromosome ¥, GRCh38 Primary Assembly 128 27348 59% 5e-27 100% NC 000024.10
[] Homo sapiens chromosome 13, altemate assembly CHM1 1.1 861 1.028e+05 52% 3e-14 100% NC 0189247
[[ Homo sapiens chromosome 18, altemate assembly CHM1 1.1 86.1 96492 37% 3e-14 100% NC 018929.2
[] Homo sapiens chromosome 18, altemate assembly HuRef B86.1 95076 37% 3e-14 100% AC 000150.1
[C] Homo sapiens chromosome 13, attemate assembly HuRef 86.1 1.023e+05 50% 3e-14 10006 AC 000145.1
[C] Homo sapiens chromosome 13, GRCh38 Primary Assembly 86.1 1.045e+05 52% 3e-14 100% NC 000013.11

Figura 20 — Homologia en el genoma humano de lecturas quiméricas a través de BLAST. Arriba: secuencia de la
lectura con seis fracciones, donde se indica en color rojo los sitios de corte de Mbo | que generaria fragmentos de
alrededor de 30, 40, 60, y 70 pb. Abajo: Resultados del BLAST contra el genoma humano, donde cada una de las
barras de colores representa la fraccion de la secuencia de interés que alined contra una secuencia gendomica en
particular. Se puede apreciar que los tamafios de las barras son similares a los esperados por la digestion de la
lectura. También se muestran los primeros matches del alineamiento, que incluyen al cromosoma 8, 13, 18, X e Y.
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Busqueda de picos 4C

Para identificar picos 4C o regiones gendmicas enriquecidas en lecturas, se utilizé el programa
MACS. Se encontraron 3239 picos para el caso de c-Myc, 3625 picos para el caso del
Potenciador E, y 88 picos en comun a ambas carnadas. Los picos del potenciador E tenian un

rango de extensién de 137 a 3152 pb, mientras que los de c-Myc el rango era de 202 a 3857 pb.

Se estudid las enfermedades y desoérdenes en los que estaban involucrados los genes mas
cercanos a los 88 picos 4C en comun, asi como su funcién molecular y celular, a través de
Ingenuity  Pathway  Analysis de QIAGEN (IPA®, QIAGEN Redwood City,

www.giagen.com/ingenuity). Se encontraron 111 genes cercanos, de los cuales 56 estan

involucrados en cancer (Tabla 9) y varios tienen funciones relacionadas con muerte celular y

sobrevivencia, desarrollo, crecimiento y proliferacion celular (Tabla 9).

Tabla 9 — Ontologia de los genes mas cercanos a los picos 4C en comun a ambas carnadas

Dizeases and Disorders

Mame p-value # Molecules
Immuneclogical Disease 342E-04 - 4,67E-02 ]
Meurclogical Disease 342E-04 - 3, 7TRE-02 9

Skeletal and PMuscular Disorders 342E-04 - 1,58E-02 ]

Cancer 5,18E-03 - 4 67E-02 56
Cardiovascular Disease 5,29E-03 - 4.67E-02 10

Maolecular and Cellular Functions

Mame p-value # Molecules
Cellular Assembly and Organization 2,77E-05 - 4 67E-02 8

Cellular Function and Maintenance 7.60E-04 - 4. 65E-02 10

Cell Death and Survival 2,08E-03 - 4 91E-02 12

Cellular Development 2 78E-03 - 4,67E-02 10

Cellular Growth and Proliferation 2 78E-03 - 4,27E-02 8

En la Tabla 9 se muestra el analisis de los genes mas cercanos a los 88 picos 4C en comun
entre el potenciador E y el promotor de c-Myc. Se puede apreciar la lista de enfermedades y
desodrdenes a los que estan asociados los genes, su valor de significancia y el nimero de genes
involucrados, asi como también sus funciones celulares y moleculares, su valor de significancia y

el numero de genes involucrados.

También se obtuvieron los 10 picos 4C con mayor numero de lecturas dentro de los datos 4C
para cada carnada (Tabla 10). No se incluyeron los picos localizados en las carnadas; aunque
se observo la presencia picos 4C en el promotor de c-Myc, en datos del potenciador E, y picos

en cercania del potenciador E, en datos de c-Myc.
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Tabla 10 — Picos 4C con mayor niumero de lecturas para cada carnada
Potenciador E como carnada
Localizacion genémica Banda Gen/genes mas Numero de | Extension del
(coordenadas) citogenética cercanols secuencias pico (pb)
chr2:29105926-29106817 2p23.2 5'de WDR43 y 867 892
TRMT61B
chr19:50584756-50585523 19913.33 5' de genes SNAR 815 768
chr10:42384406-42385812 10q11.21 3 de LOC441666 776 1407
(centrémero)
chr10:83506812-83507591 10923.1 5' de NRG3 718 780
chr13:41836876-41837699 13q14.11 MTRF1 691 824
chr20:57161721-57162472 20913.32 APCDD1L 685 752
ch1r:121483960-121485528 1p11.2 EMBP1 667 1569
(centromero)
chr6:166304424-166305032 6927 3'de LINC00473 658 609
chr10:43596653-42598486 10911.21 3’ de CCNYL2 633 1834
(centromero)
chr8:105625797-105626614 8g22.3 5 de LRP12 631 818
Promotor de c-Myc como carnada
Localizacion gendémica Banda Gen/genes mas Numero de | Extension del
(coordenadas) citogenética cercanols secuencias pico (pb)
chr18:107870-110634 18p11.32 ROCK1P1 690 690
chr17:54986350-54986985 17922 TRIM25 393 791
chr13:26223318-26224108 13912.13 ATP8A2 383 791
chr16:87897815-87898481 16q24.2 SLC7A5 348 667
chr4:169998150-169998783 4932.3 5'de CBR4, 3'de 344 634
SH3RF1
chr11:114102712-114103383 11923.2 ZBTB16 339 672
chr2:140237744-140238410 2g22.1 3'de YY1P2 329 667
chr20:46586753-46587348 20g13.13 LINC01522 325 596
chr17:33861248-33861969 17912 3’ de SLFN14 324 722
chr1:36980852-36981407 1p34.3 5 de CSF3R 323 556

Para los genes cercanos a los picos 4C mas abundantes para el potenciador E y para el
promotor de c-Myc, se aplicé el mismo analisis que para las intersecciones, a traves de Ingenuity
Pathway Analysis. De 22 genes cercanos, varios tienen funciones relacionadas con desarrollo y

movimiento celular (Tabla 11).
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Tabla 11 — Ontologia de los genes mas cercanos a los picos 4C mas abundantes

Dizeases and Disorders

Mame p-value # Molecules
Cancer 1.49E-03 - 4,73E-02 20
Cardiovascular Disease 1,49E-03 - 4,80E-02 5
Connective Tissue Disorders 1,49E-03 - 2,65E-02 3
Developmental Discrder 1,49E-03 - 2, 21E-02 E
Hematclogical Disease 1,49E-03 - 4 37E-02 ]

Molecular and Cellular Functions

Mame p-value # Molecules
Cell Morphology 213E-05 - 3,51E-02 3
Amino Acid Metabolism 1,49E-03 - 8,90E-03 2
Cell Cycle 1,49E-03 - 4,09E-02 2
Cell Death and Survival 1,49E-03 - 3,80E-02 ]
Cellular Develepment 1,49E-03 - 4, 52E-02 4

En la Tabla 11 se muestra el andlisis de los genes mas cercanos a los picos 4C mas abundantes
para el potenciador E y para el promotor de c-Myc. En la parte superior se detalla la lista de
enfermedades y desoérdenes a los que estan asociados los genes, su valor de significancia y el
numero de genes involucrados, mientras que en la parte superior se detallan las funciones
celulares y moleculares de los genes, su valor de significancia y el numero de genes

involucrados.

Analisis de picos 4C

Distribucion v posicionamiento de picos 4C en el genoma

Para estudiar la distribucién y posicionamiento de todos los picos 4C en el genoma y estructuras
gendmicas, se empled el programa CEAS, quien compara las regiones alineadas con regiones
mapeables del genoma (“background”). Respecto a la distribuciéon gendmica, el potenciador E
presenté un mayor porcentaje de picos 4C en los cromosomas 1, 5, 8, 9, 10 y 21, mientras c-

Myc lo tiene en los cromosomas 1, 7, 8, 9, 15, 16, 17, 19 y 20 (Figura 21).
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Figura 21 — Distribucion de picos 4C en el genoma. El largo de las barras representa el porcentaje de picos 4C en
cada uno de los cromosomas; barra amarilla representa picos 4C de c-Myc, barra roja del potenciador E, y barra azul
las regiones mapeables del genoma (“background”).
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En el cromosoma 8, donde se encuentran las carnadas, se presenta la mayor diferencia de

porcentaje en relacion al background: 7,1% en el potenciador y 7,3% en c-Myc vs 5,1%.

En la Figura 22 se muestra la distribucion de los picos 4C en caracteristicas genomicas tales

como promotores y regiones rio abajo de TTS (con distancias relativas), UTRs, exones, intrones

y regiones intergénicas distales para cada experimento 4C. Las regiones intergénicas distales

corresponden a regiones del genoma que no pertenecen a ninguna de las otras categorias.

A)

B)

Promaotor (== 1000 phb): 0.5%
Promaotor (1000-2000 pb): 0.8%
Promaotaor (2000-3000 pb): 0.6%

Rio abajo TTS (== 1000 pb): 0.9%
Rio abajo TTS (1000-2000 pb): 0.6%
Rio abajo TTS (2000-3000 pb): 0.8%
UTR 5" 0.2%

UTR 3" 0.6%

Exones: 0.9%

Intrones: 36.6%

Regiones intergénicas distales: 57.7%

Promotor (== 1000 pb): 0.9%
Promaotor (1000-2000 pb): 0.8%
Promotor (2000-3000 pb): 0.6%

Rio abajo TTS (== 1000 ph): 1.1%
Rio abajo TTS (1000-2000 pb): 1.1%
Rio abajo TTS (2000-3000 pb): 1.1%
UTR 5% 0.4%

UTR 3" 0.9%

Exones: 1.2%

Infrones: 39%

Regiones intergénicas distales: 53.1%

Figura 22 — Distribucion de los picos 4C en caracteristicas gendmicas. lzquierda: Representacion grafica de la
distribucién; Derecha: Porcentaje de picos 4C pertenecientes a cada categoria. A) picos 4C del potenciador E; B)

picos 4C del promotor de c-Myc.
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También se estudié el promedio de picos 4C en un metagen, una estructura génica de 3kb
definida arbitrariamente para comparar con el background de aquellos genes del genoma con el
mismo largo. El potenciador E y c-Myc presentan un enriquecimiento en las regiones 5' y 3'

respecto al metagen, en comparacion con el background (Figura 23).
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Figura 23 — Promedio de picos 4C respecto a un metagen de 3000 pb y en regiones rio arriba y abajo del mismo. A)
Potenciador E; B) c-Myc.

Para estudiar el posicionamiento de los picos 4C en las caracteristicas genémicas antes
mencionadas, también se utilizo a CEAS. En las regiones promotoras, c-Myc mostré un
porcentaje de picos 4C similar al esperado para el background, mientras el potenciador E mostré

un porcentaje menor (Figura 24A).

En las regiones rio abajo de genes, el potenciador E presentd un porcentaje de picos 4C similar
al esperado para el background, mientras que para c-Myc el porcentaje fue mayor,
incrementandose a medida que la regidn se alejaba del sitio de terminacion de la transcripcion o
TTS (Transcription Termination Site) de genes (Figura 24A). No hubo diferencias en la

distribucion de picos 4C en las estructuras génicas respecto al background (Figura 24B).
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Figura 24 — Distribucion de picos 4C en estructuras génicas. A) En promotores y regiones rio abajo de genes; B) En
cuerpos génicos. La barra amarilla representa el porcentaje de picos 4C de c-Myc, la barra roja el del potenciador E, y
la barra azul las regiones mapeables del genoma (“background”).

Busqueda de marcadores funcionales en coincidencia con las zonas de interaccidon obtenidas
por 4C

Para conocer la funciéon o el vinculo que tienen los datos 4C que interactian con el potenciador
E o el promotor de c-Myc, se cruzaron los picos 4C con datos de ChIP-Seq y DNAsa-Seq que
indicaran la presencia de elementos gendmicos activos y participes de interacciones de largo

alcance.
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Los genes regulados por el potenciador E se identificaron al intersectar picos 4C con datos de
ChIP-Seq para H3K4me3, un marcador de regiones promotoras (Figura 25). Se encontraron
178 genes asociados a 156 intersecciones, algunas de las cuales estaban asociadas o

rodeadas, rio arriba y rio abajo, por mas de un gen.

Picos 4C Potenciador E
{3625)

Picos HiK4me3
LHCaP {24259)

Figura 25 — Interseccion de picos 4C del potenciador E con marcadores de promotores. El diagrama de Venn
representa la interseccion de picos 4C del potenciador E con picos de ChIP de H3K4me3, marcador de regiones
promotoras en LNCaP.

Solo 22 genes tenian una interseccion en la region comprendida entre -2000 pb y + 500 pb
respecto a su TSS, para los cuales también se buscd colocalizacion de las intersecciones con
datos de ChlP-Seq para algunas proteinas de interés (cromatina abierta, factores de

transcripcién, formacion de lazos de cromatina), DNAsa-Seq (cromatina abierta) y su expresion

en Oncomine (Tabla 12).
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Gen Localizacién CTCF | TCF4 | STAG1 mmm Oncomine

AAMP 235

ACBD3 1q42.12

ADAM23 2qg33.3

ADAMTS6 5012.3

BCL9 1921.2

CCNY 10p11.21

COG7 16p12.2
DSE 6q22.1
HPSE 4¢21.23
IFITM3 11p15.5
MTRF1 13q14.11
c-MYC 824.21
NSUNS5 7911.23
PEX1* 7921.2
PNKD 2q35
RBM48* 7921.2

RNGTT 6q15
RPL41 12q13.2
RTF1 15q15.1
RYBP 3p13

SMARCC1|  3p21.31

ZNF643 1p34.2

* Los genes PEX1 y RBM48 comparten la misma interseccién picos 4C x H3K4me3

En la Tabla 12 se detalla la informacién referente a los 22 genes resultantes de cruzar datos 4C
con ChIP y DNAsa-Seq: nombre del gen, localizacién cromosdmica, y distancia de la
interseccién 4C y H3K4me3 respecto a su TSS. También se indica la ausencia (naranja) o
presencia (verde) de colocalizacion con datos ChIP/DNAsa-Seq de interés asi como sus niveles
de sobre (rojo) o subexpresiéon (azul). En color blanco se presentan los genes sin expresion

diferencial, y en gris los casos en que no hubo medicion de la expresion en ese estudio).
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Un resumen de las colocalizaciones entre datos ChlIP — ChIP/DNAsa puede apreciarse en la
Tabla 13, donde se indica el porcentaje de genes que coincidian con senales particulares de la

cromatina, y el porcentaje de genes con colocalizaban varias sefales.

Tabla 13 — Marcadores funcionales en picos 4C del potenciador E (H3K4me3)

H3K4me3 x Potenciador E | CTCF(%) | TCF4 (%)* | STAG1 (%) | RAD21 (%) | Pol Il (%) | DHS (%)
22 7 (32) 3(14) 17 (77) 14 (63) 17 (77) 14 (63)
CTCF 2(9) 6 (27) 6 (27) 6 (27) 5(23)
TCF4* 3(14) 3 (14) 3(14) 3(14)
STAG1 14 (63) 16 (73) 11 (50)
RAD21 12 (54) 10 (45)
Pol Il 11 (50)
DHS

A partir de estos 22 genes, se seleccionaron como candidatos a aquellos cuyas intersecciones
asociadas colocalizaran con los datos ChIP y DNAsa-Seq utilizados, y que estuviesen
sobreexpresados en Oncomine o que la literatura indicara una posible vinculacion con cancer
(Tabla 14).

Tabla 14 — Genes seleccionadas como candidatos regulados por el potenciador E

ACBD3 (acyl-CoA binding domain containing 3)

Proteina involucrada en la estructura y funciéon del aparato de Golgi, asi como también en
esteroidogenesis dependiente de cAMP, apoptosis y homeostasis del hierro (revisado en Fan et al.
2010). Analisis de microarreglos publicados en trabajos sobre perfiles de expresion en distintos tipos de
cancer, mostraron que ACBD3 esta involucrada en el control del ciclo celular y que es regulada por la
proteina de retinoblastoma (pRB), un supresor de tumores (Finocchiaro et al. 2005).

BCL9 (B-cell CLL/lymphoma 9)

El gen BCL9 fue descubierto al clonar una translocacion de un paciente con leucemia linfoblastica aguda
(Willis et al. 1998). Promueve la proliferacién, migracion, invasion y potencial metastasico de células de
mieloma multiple y CRC (Mani et al. 2009). La sobreexpresion de BCL9 coincide con la activacion
aberrante de la via Wnt en CRC y cancer de mama (Adachi et al. 2004; Sakamoto et al. 2007), y es
requerido para la transcripcion de genes blancos de la via Wnt mediada por B-catenina en CRC (de la
Roche et al. 2008; Takada et al. 2012).

CCNY (cyclin Y)

Ciclina que controla el ciclo celular y regula a quinasas dependientes de ciclina. Sobreexpresado en non-
small-cell lung cancer (Yue et al. 2011). CCNY forma un complejo con la quinasa PFTK1, frecuentemente
sobreexpresada en carcinoma hepatocelular, que activa a Rho GTPasas para promover la via Wnt no
canoénica (Sun et al. 2014).

HPSE (Heparanase)

Proteina que cliva el heparansulfato de membrana basal y matriz extracelular para permitir el movimiento
celular. Sobreexpresado en cancer de mama (Tang et al. 2013), ovarios (Zhang et al. 2013), pulmoén
(Song et al. 2008) y préstata (Lerner et al. 2008). Su sobreexpresion en cancer de células no pequefias
de pulmoén sugiere una correlaciéon con metastasis (Zhou et al., 2008).
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Tabla 14 — Genes seleccionadas como candidatos regulados por el potenciador E (continuacién)

RTF1 (Rtf1 Paf1/RNA polymerase |l complex component homolog (S. cerevisiae))

Subunidad de Paf1C (homdlogo a Paf1 en levadura), un complejo que colocaliza con RNA Pol Il durante
la elongacion de la transcripcion y que es requerido para la modificacion de histonas. Se ha propuesto
que RTF1 seria el componente primario que coordina dichas modificaciones, influyendo en la
transcripcion de genes en levadura (Warner et al. 2007). Aunque seria subexpresado en Oncomine
(Tabla 12), se seleccion6 porque podria estar involucrado en la transcripcion de genes supresores de
tumores.

SMARCC1 (SWI/SNF related matrix_associated actin dependent regulator of chromatin subfamily c
member 1)

Miembro de la familia de proteinas SWI/SNF, con actividad helicasa y ATPasa que regularian la
transcripcion por alteracion de estructura de la cromatina. Es sobreexpresado en PCa (Heebgll et al.
2008), CRC (Andersen et al. 2009) y neoplasia cervical intraepitelial (Shadeo et al. 2008). Se observo
una correlacion positiva de su expresion con desdiferenciacion, progresion, metastasis y tiempo de
recurrencia en PrC (Heebgll et al., 2008), y que su metilacidon controlaria la expresion de genes de la via
c-Myc (Wang et al. 2014b). Por otro lado, se propuso a SMARCC1 como un supresor de tumores, pues
su re-expresion en células derivadas de cancer defectivas para su gen (carcinoma de ovario y colon),
llevé a una reduccién de colonias (DelBove et al. 2011).

ZNF643 (ZFP69 zinc finger protein B)

Regulador de la transcripcion. No se encontrd literatura que lo relacionara con cancer, pero fue
seleccionado por su sobreexpresion en muestras analizadas en Oncomine (Tabla 12).

Para encontrar posibles elementos reguladores de la expresion de c-Myc, se intersectaron picos
4C con datos de ChIP-Seq para H3K4me1, H3K27ac y p300, marcadores de elementos
potenciadores. No se encontré interseccion entre los picos 4C de c-Myc y los tres marcadores;
pero si se encontraron 86 intersecciones de picos 4C con H3K4me1 y H3K27ac (Figura 26;

Tabla 15), y 8 intersecciones de picos 4C y p300 (Tabla 16).
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Picos 4C c-Myc
(3239)

Picos H3IKZTac
{25000)
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Figura 26 — Interseccion de picos 4C de c-Myc con marcadores de potenciadores. El diagrama de Venn representa las
intersecciones del picos 4C del promotor de c-Myc con picos de ChIP de H3K4me1 y H3K27ac, marcadores de

potenciadores en LNCaP.

Resumenes de las colocalizaciones entre datos ChIP — ChiIP-DNAsa se aprecian en las Tablas

15y 16 , donde se indica el porcentaje de genes que coincidian con sefnales particulares de la

cromatina, y el porcentaje de genes con colocalizaban varias senales.

H3K4me1 x H3K27ac x Myc | CTCF (%) | TCF4 (%) | STAG1 (%) | RAD21 (%) | Pol Il (%) | DHS (%)
86 10(12) | 5(6) 21 (24) 19(22) | 28(32) | 54 (63)
CTCF 0 (0) 6 (7) 5 (6) 4 (5) 5 (6)
TCF4 2(2) 2(2) 2 (2) 3(3)
STAGH1 17 (20) 9(10) | 17 (20)
RAD21 7(8) 12 (14)
Pol Il 12 (14)
DHS
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Myc x p300 | H3K4me1 (%) | H3K27ac (%) | CTCF (%) | TCF4 (%) | STAG1 (%)| RAD21 (%) | Pol Il (%) | DHS (%)
8 6 (75) 0 (0) 2(25) | 1(13) | 2(25) 2(25) | 7(88) | 5(63)
H3K4me1 - 1(13) | 1(13) 1(13) 1(13) | 6(75) | 3(38)
CTCF 0 2 (25) 2(25) | 2(25) | 2(25)
TCF4 0 0 1(13) | 1(13)
STAGT 2(25) | 2(25) | 2(25)
RAD21 2(25) | 2(25)
Pol Il 4 (50)
DHS

A partir de estos resultados, se seleccionaron como candidatos a elementos reguladores a las
intersecciones que colocalizaran con datos de ChIP y/o DNAsa — Seq para algunas proteinas de
interés (cromatina abierta, factores de transcripcion, formacion de lazos de cromatina) asi como
DNAsa-Seq (cromatina abierta) (Tabla 17).

H3K4me1 | H3K27ac | CTCF TCF4 | STAG1 | RAD21 m p300

1p34.3
1p11.2
125.3
3p25.3
9p23
15q15.3
19p13.3

21q22.3

En la Tabla 17 se indica como referencia localizacién cromosomica de los potenciadores

seleccionados, y la colocalizacion (verde) o no (naranja) con datos ChIP/DNAsa-Seq de interés.
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Visualizacién de los picos 4C

Con IGV

En las Figuras 27 y 28 se muestra de forma panoramica la distribucion de los picos 4C en el

genoma, tanto del potenciador E como el promotor de c-Myc, y de los datos de ChIP y DNAsa-

Seq utilizados en esta tesis. También se explora en mayor profundidad algunas de las

interacciones candidatas identificadas, mostrando la colocalizacién de datos utilizados.
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Figura 27 — Colocalizacion de un pico 4C de c-Myc y marcadores funcionales. Arriba: Panoramica de la distribucién de

los picos 4C

en todo el genoma, acompafado de datos ChIP y DNAsa-Seq. Abajo: Magnificaciéon de la interaccion

15915.3 — c-Myc y solapamiento con datos ChIP y DNAsa-Seq.
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Figura 28 — Colocalizacién de un pico 4C del potenciador E y marcadores funcionales. Arriba: Panoramica de la
distribucién de los picos 4C en todo el genoma, acompanado de datos ChIP y DNAsa-Seq. Abajo: Magnificacion la
interaccion SMARCC1 - potenciador E y solapamiento con datos ChIP y DNAsa-Seq.

Con Circos

Para mostrar los contactos 4C identificados entre cada carnada (potenciador E y el promotor de
c-Myc) y sus posibles interactores distribuidos en el genoma (genes y y potenciadores
respectivamente), se utilizé el programa Circos. Los datos 4C estan acompafiados de datos de

ChIP y DNAsa-Seq utilizados en esta tesis (Figuras 29 y 30).
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Figura 29 — Contactos gendmicos del potenciador E. En esta imagen se aprecian los contactos que establece el
potenciador E en 8924 con sus posibles interactores distribuidos en el genoma. Las lineas color celeste en el centro
de la imagen representa los contactos de la carnada con otros puntos gendémicos, y en forma circular concéntrica se
disponen los datos ChIP y DNAsa-Seq utilizados para marcar funcionalidad de las regiones. El orden desde adentro
hacia afuera: H3K4me3 (rojo), CTCF (verde oscuro), STAG1 (verde), RAD21 (verde claro), RNA Pol Il (naranja), DHS
(naranja claro), y TCF4 (violeta).
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Figura 30 — Contactos genédmicos del promotor de c-Myc. En esta imagen se ilustra los contactos que establece el
promotor de c-Myc econ sus posibles interactores distribuidos en el genoma. Las lineas color rojo en el centro de la
imagen representa los contactos de la carnada con otros puntos gendémicos, y en forma circular concéntrica se
disponen los datos ChIP y Dnasa-Seq utilizados para marcar funcionalidad de las regiones. El orden desde adentro
hacia afuera: H3K4me1 (rojo fuerte), H3K27ac (rojo), p300 (rojo suave), CTCF (verde oscuro), STAG1 (verde), RAD21
(verde claro), RNA Pol Il (naranja), DHS (naranja claro), y TCF4 (violeta).
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Validaciéon de contactos por 3C-PCR

Para confirmar los contactos entre cada carnada (potenciador E o promotor de c-Myc) y su
interactor candidato identificado por 4C (Tablas 14 y 17), se empled la técnica 3C combinada
con PCR con cebadores especificos para cada carnada 4C y su posible interactor que

flanquearan el sitio de restriccion/ligacién (Figura 11, Tabla 4).

Para CCNY y ZNF643, genes interactores del potenciador E, no se pudo disenar cebadores,
debido a que los mismos resultaban ser secuencias repetidas tanto distribuidas por todo el

genoma o dentro de la region a estudiar.

De los 5 genes candidatos a interactores del potenciador E, a los cuales se les pudo disefiar
cebadores, solo dos presentaron amplicones del tamafio esperado: ACBD3 y SMARCC1 cuando
se corrieron en una electroforesis en gel de acrilamida (Figura 31). Aunque las bandas de estos
amplicones son de intensidad débil, se observan pocas bandas correspondientes a
amplificaciones inespecificas. Los otros tres genes que no presentaron el amplicon esperado,

también mostraron amplificaciones inespecificas.
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400 400 =~ 375 pb
300 300
g~ 227 pb

200 200
100

100

Figura 31 — Confirmacion de contactos 4C del potenciador E a través de 3C-PCR. Electroforesis en gel de acrilamida
6% de los contactos del potenciador E con ACBD3 (izquierda) y SMARCC1 (derecha), evidenciados por 3C-PCR con
cebadores especificos para los interactores. Las flechas indican la banda correspondiente al amplicon del tamafo
esperada para cada caso.

Para corroborar la existencia de las lecturas quiméricas amplificadas por 3C, se buscaron
lecturas en los datos 4C que contuvieran fracciones del potenciador E y los interactores ACBD3
y SMARCC1. Para ambos genes se encontraron lecturas quiméricas 4C que al ser alineadas
contra el genoma humano a través de BLAST, encontr6 homologia con los cromosomas donde

se localizan (Figuras 32 y 33).
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GCAAACTTTA GCATACCTAG CAATTTAATT GGTGTTCAAG AAATGTCTGA TGATCCTGGT
TTTGCTGGAA GCGCAGCTCA TACAATTTGT GGGGACCCTC ATTAGGAAAG AGTACAAAAG
TTACGCGCAG AAGGGTAGGA AAGTGAATGT ATATTTAGAA AGA

Color key for alighment scores

<40 40-50 80-200 *>=200
auery I
I | | | | |
1 30 &0 90 120 150
Max Total Query E ;
ioti Ident Accession
Descnptlcn score score cover value
Genomic sequences
Homo sapiens chromosome 1. alternate assembly CHM1 1.1 198 198 69% 2e48 98% MNC 0189122
Homo sapiens chromosome 1. alternate assembly HuRef 198 198 69% Ze48 98% AC 0001331
Homo sapiens chromosome 1. GRCh38 Primary Assembly 198 198 69% 2e-48 98% NC 000001.11|
| Homo sapiens chromosome & alternate assembly CHM1 1.1 102 102 33% 2e-19 100% MNC 018919.2
Homo sapiens chromosome &, alternate assembly HuRef 102 102 33% 2e-19 100% AC 000140.1
| Homeo sapiens chromosome &, GRCHh38 Primary Assembly 102 102 33% 2e-19 100% MC 000008.11

Figura 32 — Lecturas quiméricas 4C que contienen al gen ACBD3 y al potenciador E. Arriba: secuencia de lectura
quimérica obtenida por 4C, donde se indica en color rojo el sitio de corte de Mbo | que generaria un fragmento de
aproximadamente 50 pb y otro de 100 pb. Abajo: Resultados del BLAST contra el genoma humano, donde el largo de
cada una de las barras de colores representa el tamafio de cada fraccion. Se puede apreciar que los tamafos de las
barras son similares a los esperados por la digestién de la lectura. También se muestran los sitios de homologia en el

genoma (matches), localizados en los cromosomas 1y 8.
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CCTCCCTCTT GGTGTCTATA CCAGTTTTGC AAACTTTAGC ATACCTAGCA ATTTAATTGG
TGTTCAAGAA ATGTCTGATG ATCACGAGGT CAGGAGTTCC AGACCACCCT GGCCAACATG
GTGAAACCCC GTCTCTACTA AAACTACAAA ATTG

Color key for alighment scores

<40 40-50 50-80 80-200 ~=200

e S S T
1 30 60 90 120 150

Description :2::& sTcGu;:elz 3::; vaIIEue Ident Accession
Genomic sequences

[J Homo sapiens chromosome &. alternate assembly CHM1 1.1 136 1.719e+05 100% 1e-35 100% NC 018919.2
[ Homo sapiens chromosome 8. alternate assembly HuRef 156 1.683e+05 100% 1e-35 100% AC 0001401
[J Homo sapiens chromosome &, GRCh38 Primary Assembly 156  1.719e+05 100% 1e-32 100% NC 000008.11
[J Homo sapiens chromosome 3. alternate assembly CHM1 1.1 135 2.554e+05 55% 1e-29 09% NC 0189142
[J Homo sapiens chromosome 3. alternate assembly HuRef 139 2.493e+05 353% 1e-29 99% AC 0001351
[J Homo sapiens chromosome 3. GRCh38 Primary Assembly 135 2.540e+05 55% 1e-29 99% NC 000003.12

Figura 33 — Lecturas quiméricas 4C que contienen al gen SMARCC1 y al potenciador E. Arriba: secuencia de lectura
quimérica obtenida por 4C, en color rojo el sitio de corte de Mbo | que generaria dos fragmentos de aproximadamente
80 pb cada uno. Abajo: Alineamiento contra el genoma humano, los tamafos de las barras (largo de secuencia) son
similares a los esperados por la digestion de la lectura. También se muestra los sitios de homologia en el genoma,
localizados en los cromosomas 3y 8.

De los 8 elementos potenciadores candidatos a ser interactores de c-Myc, sélo dos presentaron
amplicones del tamafo esperado cuando se corrieron en una electroforesis en gel de acrilamida:
1p34.3 y 9p23 (Figura 34). Al igual que para los genes candidatos, las bandas de tales

amplicones son intensas pero coexisten bandas de tamanos diferentes.
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Figura 34 — Confirmacién de contactos 4C de c-Myc a través de 3C-PCR. Electroforesis en gel de acrilamida 6% de
los contactos de c-Myc con 1p34.3 (izquierda) y 9p23 (derecha). Las flechas indican la banda correspondiente al
amplicén del tamafio esperada para cada caso.
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Para corroborar la existencia de las lecturas quiméricas amplificadas por 3C, se buscaron
lecturas en los datos 4C que contuvieran fracciones de c-Myc y los interactores 1p34.3 y 9p23.
Para el caso de 1p34.3, no se encontd lecturas 4C quiméricas que contuvieran a c-Myc vy el
interactor; mientras que para el caso de 9p23, se encontraron lecturas quiméricas 4C que al ser
alineadas contra el genoma humano a través de BLAST, se encontr6 homologia con 9p23 y c-
Myc (Figura 35).

GGCTTTTCAC CTGAAGCATT CCAAACCAAA ACAGTGAGTG GAAATGTTGT ACAGTGTCTT
CTCAGGCTGC AAAAAGATGA TAATATTTTT  ATGGATCAGA ATCGATGCAT TTTTTGTGCA
TGACCGCATT TCCAATAATA AAAGGGGAAA GAGGACCTGG AAAGGAATTA AACGTCCGGT
TTGTCCGGGG AGGAAAGAG

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 »=
0 e -y |
| | | I | | |
1 30 60 30 120 150 180

Max | Total Query E

Ident Accession
score score cover value

Description

Genomic sequences

Homo sapiens chromosome 8. atemnate assembly CHM1 1.1 196 196 53% 9e-48 100% NC 0189192
| Homo sapiens chromosome B, attemate assembly HuRef 186 186 53% Oe-48 100% AC 0001401
| Homo sapiens chromosome 8. GRCh38 Primary Assembly 196 186 53% Qe-48 100% NC 000008.11
| Homo sapiens chromosome 9. GRCh38 Primary Assembly 174 174 48% 4e-41 99% NC 000009.12
| Homo sapiens chromosome 9. altemate assembly CHM1 1.1 163 163 48% 9e-38 97% NC 0189202
| Homo sapiens chromosome 9, altemate assembly HuRef 163 163 48% 9e-38 97 AC 0001411

Figura 35 — Lecturas quiméricas 4C conteiendo al potenciador candidato 9p23 y a c-Myc. Arriba: secuencia de lectura
quimérica obtenida por 4C, donde se indica en color rojo el sitio de corte de Mbo | que generaria un fragmento de
aproximadamente 90 pb y otro de 100 pb. Abajo: Resultados del alineamiento contra el genoma humano. Se puede
apreciar que los tamarios de las barras (largo de secuencias alineadas) son similares a los esperados por la digestion
de la lectura. También se muestran los sitios de homologia en el genoma (matches), localizados en los cromosomas 9
y 8.

Para aquellos interactores que no amplificaron un producto del tamano esperado y que
presentaban amplicones inespecificos, también se les encontré lecturas 4C quiméricas que

contenian secuencias de la carnada y el interactor en cuestion.
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Comparacion con otros datos de interacciones en la linea LNCaP

En esta tesis se identificaron potenciales candidatos a interactuar con el potenciador E y con el
promotor de c-Myc en la linea celular LNCaP (Tablas 14 y 17 respectivamente). Un reciente
estudio publicado por el grupo de Wang (Wang et al. 2014), reportd las interacciones de largo
alcance de los tres bloques de 8924 asociados con cancer de prostata (Figura 1) (Witte 2007),

en LNCaP y otras lineas celulares.

Este grupo desarrollé la metodologia 3C-MTS, que consistid basicamente en preparar una
biblioteca 3C, seleccionar las moléculas quiméricas que contenian fragmentos de los distintos
bloques de 8924 con sondas especificas marcadas con biotina (Wang et al. 2014) y
secuenciarlas. En el analisis de los datos, excluyeron las regiones + 25 Kb desde los bloques en

8924 para no considerar los eventos de autoligacion.

A modo comparativo, se intentdé encontrar coincidencias en las interacciones de largo alcance
del potenciador E identificadas por 4C, ChIP y DNAsa-Seq, con las reportadas en LNCaP por el
grupo de Wang. Ellos encontraron que una gran fraccion de las interacciones involucraban a 6
regiones centroméricas: 1p11.2, 6p11.1, 7911.21, 10911, 18911.1 y 19q11 (Figura 36); pero en
la presente tesis se encontré un interactor en 7q11.23 (Tabla 12), muy préximo a 7911.21. Por
este motivo se decidié comparar todos los picos 4C obtenidos con los datos del grupo de Wang,
y no solo los interactores identificados. En esta segunda instancia, se encontraron cuatro

coincidencias mas: 1p11.2, 10g.11, 18911.1 y 19q11.
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Figura 36 — Comparacioén de las interacciones de 8924 en LNCaP en otro estudio de captura. Las interacciones mas
frecuentes de la region 8924 de LNCaP observadas por Wang y colaboradores (2014), estan representadas por picos
de color azul e identificadas con la localizacion cromosomica. Las regiones marcadas en rojo y en verde corresponden
a regiones centromeéricas y regiones con mayor densidad de genes respectivamente, que también presentaron picos
4C identificados en esta tesis (Modificado de Wang et al., 2014).

Aparte de los centrédmeros, otras interacciones comunes de la regién 3 que contenia al
potenciador E implicaban a regiones con mayor densidad génica (Tabla 18), las cuales también
coincidieron con picos 4C, con la salvedad de que las distancias relativas fueron un poco
diferentes a las reportadas por Wang. También se buscé colocalizacion de las interacciones con
datos de ChIP y DNAsa-Seq utilizados previamente en esta tesis para la caracterizacion

funcional de los interactores (Tabla 18), pero la mayoria no mostré colocalizacion.
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Tabla 18 — Comparacion de las interacciones de 8q24 con otro estudio de captura
Regién 3 conteniendo al potenciador E: 3C-MST vs 4C
Wang et al. 2014 (3C-MST) Tesis (4C)
Gen mas cercanoy Colocalizacion Pico 4C del Colocalizacion
posicion relativa de la | con ChIP/DNAsa-| potenciador E mas | con ChIP/DNAsa-
interaccion 3C-MTS Seq cercanos Seq
3922.3 UTR 3' de MSL2 DHS (probable) | 650 kb rio arriba UTR 3' RAD21, DHS
de MSL2
8g23.1 95 kb rio abajo del No 770 kb rio abajo del No
extremo 3' ANGPT1 extremo 3' ANGPT1
10q24.2 3.3 kb rio arriba de No 30 kb rio abajo de No
RRP12 RRP12
15.26.1 47 kb rio arriba de No 900 kb rio arriba de No
SLCO3A1 SLCO3A1
Yp11.3 16.9 kb rio arriba de No 1.2 Mb rio abajo de No
SHOX SHOX
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VII. DISCUSION

Producciéon de bibliotecas 4C conteniendo contactos genémicos para el potenciador E y
c-Myc en LNCaP

Para el estudio de las interacciones a nivel gendmico de cada region de interés o carnada, se
utilizé la metodologia 4C (Circular Chromosome Conformation Capture) para construir una
biblioteca de moléculas quiméricas conteniendo la secuencia de cada carnada y sus potenciales

interactores, finalmente identificados por secuenciacién masiva (Figuras 4 y5).

El procedimiento 4C tuvo dos puntos de control: la eficiencia de la digestién y el enriquecimiento
por PCR anidado e invertido (Gondor et al. 2008).

Para determinar cualitativamente la eficiencia de la digestiéon del experimento 4C en esta tesis,
se comparé visualmente la electroforesis en gel de agarosa de los tres viales digeridos con las
realizadas por Gondor et al. (2008) (Figura 12). Al observar patrones de digestion similares, se
procedi6 a la determinacion cuantitativa por qPCR. La eficiencia de la digestién del ADN alcanzé
el 78%. De acuerdo con trabajos previos (Gondor et al. 2008), el minimo aproximado de
eficiencia se situa en 85%, dado que podria dar lugar a formacion de fragmentos de ligacion
mayores, dificiles de amplificar y detectar. Dos explicaciones a este resultado serian: a) un
inexacto conteo de células al comienzo del protocolo, lo que implica un exceso de ADN que no
se va a digerir adecuadamente en las condiciones realizadas; b) la formaciéon de agregados
durante la preparacién para la digestion que dificulta parcialmente la accesibilidad de la enzima

de restricciéon (Gondor et al. 2008).

El enriquecimiento de la carnada y sus posibles interactores contenidos en moléculas circulares
se realizo a través de un PCR anidado e invertido de la muestra 4C y los controles ligado y no
ligado. Como se esperaba, en el control no ligado no se verifico amplificacién, mientras que en la
muestra 4C se observd un amplicén correspondiente al evento de autoligacion de la carnada,

acompanado de otras bandas de mayor tamafo superpuestas en un smear (Figura 13).

La presencia de varias bandas y un smear representa la amplificacion de las distintas
secuencias interactoras insertas en una molécula circular que contenian a una carnada (Figura
13) (Gondor et al., 2008). Para el control ligado se esperaba que s6lo amplificara el producto de
la autoligacion de la carnada; sin embargo, se observé ademas un smear similar al de la muestra
4C pero de menor intensidad (Figura 13). Esto podria deberse a que la reversion del

entrecruzamiento fue ineficiente y algunas de las moléculas todavia unidas por complejos,
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estaban lo suficientemente cercanas para ligarse. No obstante, como es la muestra 4C quien
permite identificar los contactos, y el enriquecimiento de cada carnada en la biblioteca 4C mostré
el perfil esperado (Figura 13) segun Goéndor et al. (2008), se puede afirmar que se obtuvo una
buena biiblioteca 4C de los contactos gendmicos del potenciador y el promotor de c-Myc en
LNCaP.

La identificaciéon de lecturas quiméricas con sitios de restriccién para Mbo | indican las

regiones ligadas a 824 en LNCaP

La secuenciacion de la bibliotecas enriquecidas de la muestra 4C del potenciador E y del
promotor de c-Myc, permitié identificar a las regiones que estaban en contacto con cada carnada
y posiblemente interactuando. Debido a que el smear del PCR anidado e invertido iba de 150-
200 a 1500 pb (Figura 13), y que el fragmento secuenciable es de 400 pb, se fragmentaron los
amplicones para un tamafno entre 150-200 hasta 400 pb segun indicaciones del fabricante. No
se seleccioné por tamafno para no perder fragmentos menores de 400 que podrian ser

informativos.

El chip se cargd un 46%, lo que permitié obtener mas de 3 millones de lecturas de un promedio
de 150 pb entre las dos librerias (Potenciador E y promotor de c-Myc) (Figura 17). El porcentaje
de enriquecimiento fue satisfactorio (99%), indicando que solo el 1% de los pocillos cargados en
el chip tenian ISPs sin molde. Los porcentajes de ISPs policlonales (16%) y de baja calidad
(27%) estuvieron dentro de las expectativas indicadas por el fabricante; y no se detecté dimeros

de cebadores de secuenciacion.

El largo promedio de longitud de las lecturas fue menor al esperado en la secuenciacion: 153 pb
para el Potenciador E, 143 pb para c-Myc (Tabla 5). Aunque se traté de optimizar el tiempo de
fragmentacion de los amplicones dentro del rango propuesto por el fabricante, no se logré un

promedio mayor (Figuras 14 y 15), pero si se registraron moléculas de 400 pb.

Con la remocion de nucleétidos de baja calidad y el filtrado por el largo de las lecturas obtenidas
(Tabla 6, Figura 18), se obtuvieron 1495340 lecturas para el potenciador E y 1021207 para el
promotor de c-Myc, nimeros que se encuentran dentro de lo aceptado para un experimento 4C
(De Laat et al. 2012).

Al alinear las lecturas de cada experimento 4C al genoma de referencia, se obtuvo un 99.7% de

alineamiento cuando el potenciador E fue la carnada, y 97.4% cuando lo fue el promotor de c-
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Myc (Tabla 6). Mas del 60% de las lecturas alinearon dentro de la regién situada a + 2 kb de

cada carnada, valor aceptado para una experimento de buena calidad (De Laat et al. 2012).

El 20.5% de las lecturas alineadas para cada carnada correspondié a lecturas quiméricas (Tabla
7), que contenian secuencias provenientes de hasta 6 regiones genémicas diferentes (Tabla 8);
mientras que un promedio del 7% eran quimeras conteniendo la regién 8924 (Tabla 7). La
busqueda de homologia en el genoma humano de algunas de estas lecturas a través del
BLAST, y la verificacién de sitios de reconocimiento para Mbo | demostraron su naturaleza

quimérica (Figuras 19y 20).

Estas lecturas quiméricas surgieron de la secuenciacién de fragmentos de los productos del
PCR invertido y anidado, fragmentos que contenian al punto de ligacién entre la carnada y su
interactor. Esto las hace muy utiles para demostrar que dos regiones del genoma realmente se
ligaron. Probablemente las lecturas conteniendo 2 o hasta 3 fracciones representen eventos de
interaccion entre varias regiones, y las que contenian de 4 a 6 resultan mas dificiles de

interpretar.

En suma, la secuenciacion de lecturas quiméricas conteniendo diferentes sitios gendémicos, y
la presencia de los correspondientes sitios de restriccion de Mbo | en las uniones, indican que
se capturaron los contactos gendmicos en la linea LNCaP para los que estos experimentos

fueron disefados.

Picos 4C se corresponderian con los amplicones producidos por el PCR invertido y

anidado

Para encontrar alguna correlacion entre los productos del PCR invertido y anidado y los picos
4C, se comparo6 el rango de los productos de PCR (smear) con la extension de los picos. El
rango del smear del PCR era de 150 — 200 hasta 1500 pb para las dos carnadas (Figura 13);
mientras que el rango de extension de los picos 4C era de 137 a 3152 pb para el potenciador E,
y de 202 a 3857 pb para c-Myc. La superposicion de los rangos de tamafio de los amplicones y
la extension de los picos 4C identificados, sugiere claramente que los picos 4C corresponderian

a los productos de PCR invertido y anidado.
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Los genes cercanos a los picos 4C compartidos entre el potenciador E y c-Myc tienen

funciones relacionadas con desarrollo, muerte y sobrevivencia celular.

El estudio ontolégico de los genes mas cercanos a los picos 4C en comun a ambas carnadas,
revelé un gran nimero de genes vinculados con cancer (Tabla 9) y con funciones relacionadas
con desarrollo, crecimiento, proliferacion, muerte y sobrevivencia celular El estudio sobre los
genes mas cercanos a los picos 4C mas abundantes para cada carnada, mostré que poseian
funciones relacionadas con desarrollo y movimiento celular, pero aparentemente no estan
asociados con cancer. Esto puede deberse a que dichos genes no tengan vinculo establecido o
inferido con cancer, o que si lo tengan regiones desconocidas, no anotadas aun en el genoma

humano.

El mayor porcentaje de picos 4C de ambas carnadas se localizaron en el cromosoma 8

Para estudiar la distribucion de los picos 4C del potenciador E y del promotor de c-Myc en el
genoma se empled el programa CEAS, quien compara la distribucion de los picos con regiones

mapeables del genoma.

Se observo que tanto el potenciador E como c-Myc presentan el mayor porcentaje de sus picos
en el cromosoma 8 donde se localizan (7.1% y 7.3% respectivamente) en relacion al background
(5.1%) (Figura 21), coherente con lo obtenido por Wang y colaboradores (Wang et al. 2014a),
quienes estudiaron las interacciones de la region 8924 en varias lineas celulares, incluyendo a
LNCaP.

Este elevado porcentaje de picos 4C en el comosoma 8 puede explicarse porque la mayoria de
los mismos corresponden a la autoligacion de los fragmentos de restriccidén que contenian a
cada carnada o a ligaciones de la regién 8924 con regiones cercanas en el mismo cromosoma,
que tuvieron lugar por la cercania y no necesariamente por ser una interaccién (de Laat and
Dekker 2012). Cabe aclarar que este porcentaje también incluye las interacciones locales
previamente descriptas, tales como el potenciador E y c-Myc (Pomerantz et al. 2009; Sotelo et

al. 2010); y que se observé una interaccién cruzada entre ellos.
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Regiones rio abajo de genes que interactuan con el promotor de c-Myc podrian constituir

potenciadores miuiltiples o “shadow enhancers”

Al igual que para el genoma, también se estudié la distribucion y posicionamiento de los picos
4C respecto a las distintas caracteristicas gendmicas: promotores, UTRs, etc. a través de
CEAS. Aproximadamente el 40% de los picos 4C de cada carnada se localizé en intrones, y
mas del 50% en regiones intergénicas distales (Figura 22). Para el caso de los picos 4C de c-
Myc, que representarian elementos potenciadores, concuerda con los resultados obtenidos
por Tan y colaboradores (Tan et al. 2014), quienes encontraron que la mayoria de los
potenciadores se localizaban en intrones, seguido por regiones intergénicas y UTR 3' (Figura
37).
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El grupo de Tan (Tan et al. 2014) estudié la distribucién gendmica de multiples potenciadores
que controlaban a un mismo promotor, conocidos como “shadow enhancers” (Hong et al. 2008).
Ellos encontraron que, a medida que un promotor era controlado por mas potenciadores, éstos
se localizaban mayoritariamente en regiones intergénicas (Figura 37). Otro trabajo reciente
también reportd ejemplos de promotores contactando multiples potenciadores (Sanyal et al.
2012).

En esta tesis se observd un enriquecimiento de picos 4C de c-Myc en regiones rio abajo de
genes, que se incrementaba a medida que lo hacia su distancia al TTS (Figura 24A). En caso de
que estos picos correspondan a elementos potenciadores (segun criterios funcionales que se
aplicaran mas adelante), y se demuestre que interactuan con el promotor de c-Myc (a través de
c-Myc), surge la posibilidad de considerarlos como “shadow enhancers”: multiples potenciadores

que controlarian a c-Myc.
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Caracterizacion funcional de interactores por caracteristicas de su cromatina

Para identificar genes candidatos a ser controlados por el potenciador E, o elementos
potenciadores candidatos a regulan la actividad de c-Myc, se cruzaron los picos 4C de cada
carnada con datos provenientes de ChIP y DNAsa-Seq (Tabla 1). Estos datos corresponden a
caracteristicas de la biologia de la cromatina especifica promotores y potenciadores

involucrados en interacciones de largo alcance (Sanyal et al. 2012; Tan et al. 2014).

Estudio de marcadores de promotores y potenciadores

Como marcador especifico de regiones promotoras se utilizé a H3K4me3 (trimetilacién del
residuo de lisina 4 de la histona 3), como marcadores especificos de elementos potenciadores
se utilizé a H3K4me1 (monometilacién), H3K27ac (acetilacion del residuo de lisina 27 de H3) y la
proteina p300 (Visel et al. 2009; Handoko et al. 2011).

22 genes serian candidatos a interactuar con el potenciador E

De la interseccion de sitios con modificaciones tipo H3K4me3 con los picos 4C del potenciador
E, se encontraron 156 regiones que presentaban ambas caracteristicas, y 178 genes asociados
a ellas (Figura 25). De estos 178 genes, 22 presentaban la interseccion dentro de su promotor,
definido entre -2000 y +500 pb respecto al TSS (Tabla 11).

94 potenciadores serian candidatos a interactuar con c-Myc

Cuando se intersectaron los picos 4C de c-Myc con las tres caracteristicas de potenciadores
seleccionadas (H3K4me1, H3K27ac, p300), no hubo resultados, por lo que se procedié a
intersectar picos 4C con dos de los tres marcadores. Se encontraron 86 regiones que solapaban
picos 4C con H3K4me1 y H3K27ac (Figura 26, Tabla 15); y 8 regiones que solapaban 4C con
p300 (Tabla 16), de las cuales 7 que coincidian ademas con H3K4me1 (Figura 38). La falta de
coincidencia de los tres marcadores para elementos potenciadores podria deberse al bajo
numero de picos contenidos en los datos de ChlP-Seq de p300 (902 picos, contra 69585 de
H3K4me1 y 25000 de H3K27ac), por lo que se podria estar subestimando la cantidad.
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Figura 38 — Marcadores de elementos potenciadores en picos 4C de c-Myc, H3K4me1, H3K27ac y p300.

Sin embargo, un reciente estudio de captura de conformacion de la cromatina realizado por Tan
y colaboradores (ChIA-PET) (Tan et al. 2014), mostré una gran variacion en el porcentaje de
potenciadores predichos por H3K4me1 y H3K27ac, que contenian un sitio para p300 en varias
lineas celulares, que iba desde 8 a 71% (Tan et al. 2014), lo que contempla al pequefio
porcentaje (9%) de candidatos a potenciadores seleccionados por p300 (8 potenciadores

predichos por p300 en 92 identificados en total).

Genes y potenciadores candidatos (predichos por p300 y H3K4me1) muestran

caracteristicas de cromatina abierta, sugiriendo actividad transcripcional

Para que los elementos candidatos estén interactuando deben estar funcionalmente activos,
deben estar transcribiendose o regulando a alguien. Esta actividad implica tener una
conformacion de cromatina “abierta”, accesible para la maquinaria transcripcional y a la acccion
de DNAsas. Como indicadores de accesibilidad, se buscaron sitios de union para la RNA Pol Il y
sitios de hipersensibilidad a la DNAsa (DHS) en los candidatos (Kim et al. 2010).

De los 22 genes candidatos, 77% tenia sitios para RNA Pol II; 63% eran DHS y 50% eran DHS
con sitios para RNA Pol Il (Tabla 13, resumen en Tabla 19). De los 86 potenciadores candidatos
predichos por modificaciones de histonas (H3K4me1 y H3K27ac) 33% tenian sitios para RNA
Pol Il, 63% eran DHS y 14% eran DHS con sitios para RNA Pol Il (Tabla 15, resumen en Tabla
19); mientras que de los 8 candidatos predichos por p300, 88% tenian sitios para RNA Pol I,
63% eran DHS y 50% eran DHS con sitios para RNA Pol Il (Tabla 16, resumen en Tabla 19).
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Tabla 19 — Marcadores de cromatina abierta en genes y potenciadores candidatos

RNA Pol Il (%) | DHS (%) | RNA Pol Il y DHS (%)
Genes predichos por H3K4me3 77 63 50
Potenciadores predichos por p300 88 63 50
Potenciadores predichos por H3K4me1 y H3K27ac 33 63 14

El porcentaje observado para DHS es apoyado por los datos generados por Tan y colaboradores
(Tan et al. 2014), quienes encontraron que en varias lineas celulares mas del 50% de los
potenciadores predichos eran DHS. La utilizacion de datos de ChlIP para RNA Pol Il de la linea
celular VCaP, derivada de una metastasis vertebral de cancer de prostata, podria causar la
menor colocalizacion de RNA Pol Il y DHS en potenciadores predichos por modificaciones de
histonas, sugiriendo que los mismos no se estan transcribiendo en VCaP. No obstante, no se
encontré este problema en la prediccion de potenciadores activos con p300, ya que un 88% de
los mismos tenian sitios para RNA Pol Il, e incluso un 75% contenia al marcador H3K4me1
(Tabla 16). Esto sugiere que para la predicciéon de potenciadores activos, la sola combinacién de

p300 con H3K4me1 seria mas adecuada que incluir a H3K27ac.

Las cohesinas STAG1 y RAD21 mediarian, mas que CTCF, los lazos de cromatina

implicados en los contactos 4C identificados

Si dos elementos distales estan estableciendo un contacto, éste puede ser mediado por lazos de
cromatina que acerque a los elementos. Los sitios de unidon para proteinas implicadas en la
formacion de dichos lazos, tales como CTCF y las cohesinas RAD21 y STAG1, se emplearon
para definir cuales genes o potenciadores cadidatos estan interactuando con cada una de las
carnadas. Recientemente se demostro el rol de CTCF en la interaccién entre el potenciador E y
c-Myc, a través del knockdown de CCAT1-L que redujo la unién de CTCF al ADN asi como la
frecuencia de la interaccién, evidenciado por ChIP y 3C en lineas celulares de CRC (Xiang et al.
2014).

El laboratorio del grupo de Dekker (Sanyal et al. 2012) estudiaron interacciones de largo alcance
en lineas celulares de leucemia mieloide cronica (LMC), de linfopatias y de tumor de cuello
uterino a través de captura de conformacion de la cromatina (5C). Ellos encontraron que el 79%

de las interacciones contenian al menos un sitio de unién para CTCF (Sanyal et al., 2012). En
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esta tesis se encontré que el 32% de los 22 genes candidatos tenian un sitio de unién para
CTCF (Tabla 13, resumen Tabla 20), mientras que para los potenciadores candidatos predichos
por modificaciones de histonas y por p300 el porcentaje fue menor, 26 y 12% respectivamente
(Tablas 15 y 16, resumen Tabla 20). Para explicar estos bajos porcentajes en los potenciadores,
cabe recordar que los mismos fueron seleccionados en base a datos de RNA Pol Il de VCaP y
que probablemente no se estan transcribiendo, interactuando o formando lazos de cromatina

mediados por CTCF o cohesinas.

Tabla 20 — Marcardores de lazos de cromatina en genes y potenciadores candidatos

CTCF (%) RAD21 (%) STAG1 (%)
Genes predichos por H3K4me3 32 63 77
Potenciadores predichos por p300 12 22 524
Potenciadores predichos por H3K4me1 y H3K27ac 26 25 25

El mismo grupo también observé que el 58% de las interacciones colocalizaban con CTCF y
RAD21 (Sanyal et al., 2012), mientras que en esta tesis se observo para el 27% de los genes
candidatos (Tabla 13, resumen Tabla 20), 6% para potenciadores predichos por modificaciones
de histonas (Tabla 15, resumen Tabla 20) y 25% para los predichos por p300 (Tabla 16,
resumen Tabla 20). Esta diferencia puede residir en que los datos de ChIP para RAD21 (y

también STAG1) provenian de MCF-7, una linea celular derivada de cancer mamario (Tabla 1).

Inicialmente en esta tesis se incluyé una ChIP para CTCF de MCF-7; al comparar LNCaP con
MCF-7 se encontrd que éste ultimo tenia menor numero de picos y que el 59% de los sitios de
ambas lineas celulares colocalizaban. Esto motivé a utilizar datos de ChIP para cohesinas de
MCF-7 ante la falta de datos de LNCaP, pero los resultados aqui presentados sugieren que su
uso probablemente subestimd el nimero de sitios de unién de cohesinas para LNCaP y no

considerd a otros.

Sin embargo, el mayor porcentaje de sitios de cohesinas en los elementos candidatos
comparado con CTCF, tanto en genes como potenciadores candidatos predichos por histonas
(Tablas 13, 15y 16), se observo en otras lineas celulares estudiadas por el grupo de Tan (Tan et
al. 2014) (carcinoma hepatocelular, tumor de cuello uterino, LMC vy linfoblastoide). En el caso de
los potenciadores predichos por p300, hay una coindicencia del 100% de sitios que colocalizan
CTCF y cohesinas (Tabla 16). Se ha propuesto que las cohesinas facilitarian la formacion de

lazos de cromatina mediados por CTCF (Dorsett 2011); pero la identificacion de sitios de union
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independientes de CTCF (Faure et al. 2012) y su interaccion con factores de transcripcién
especificos de tejidos (Tan et al. 2014) sugieren otro papel en torno a los lazos. Podrian mediar
la formacion de los lazos sin CTCF (Tan et al. 2014) o mantener el lazo inicialmente establecido
a través de la unién de reguladores maestros de la transcripcion (Schmidt et al. 2010). Por este
motivo no sorprende la mayor cantidad de sitios de unidén para cohesinas en los elementos

candidatos, ya que podrian estar mediando interacciones independientemente de CTCF.

Los sitios de TCF4 involucrados en los contactos 4C presentan caracteristicas de

cromatina abierta

Por ultimo, se incluyé a TCF4 porque posee multiples sitios de unién en la regién promotora de
c-Myc y un sitio en el potenciador E, lo que da la posibilidad de que esté también presente en los
candidatos.

El 14% de los genes canditatos tenian sitios de unién para TCF4, y todos ellos coincidian con
sitios de union para cohesinas, RNA Pol Il y DHS: c-Myc, PEX1 y RBM48 (éstos dos ultimos
compartian una misma interseccion) (Tabla 13). El 6% de los potenciadores candidatos
predichos por modificaciones de histonas tenian sitios para TCF4, y coincidian con sitios para
cohesinas, RNA Pol Il y DHS (Tabla 15); mientras que 13% de los potenciadores predichos por
p300 (1 elemento) tenian sitios para TCF4 y colocalizaban con H3K4me1, RNA Pol Il y DHS,
pero no con cohesinas ni CTCF (Tabla 16). Estos resultados se compararon con los de un
trabajo que reportd que entre 25 y 57% de potenciadores predichos por H3K4me1 y H3K27ac en
varias lineas celulares derivadas de cancer (entre ellas MCF-7), contienen sitios de union a
TCF4 (Frietze et al. 2012). El menor porcentaje observado en esta tesis (6 y 13%) (Tablas 15y
16), podria deberse a que la prediccion de los potenciadores con H3K4me1 y H3K27ac no

resulté tan acertada como con p300.

Regiones funcionales seleccionadas como candidatos a interactuar con el potenciador E

o promotor de c-Myc, presentan cromatina abierta y sitios de unién para cohesinas

Luego de cruzar picos 4C con datos de ChIP y DNAsa-Seq, y de revisar la literatura y niveles de
expresion génica, se seleccionaron 7 genes y 8 potenciadores como candidatos a establecer

interacciones con el potenciador E y el promotor de c-Myc (Tablas 14 y 17).
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De los 7 genes identificados, la mayoria presentaban cromatina abierta, indicado por la
presencia de sitios para RNA Pol Il e hipersensibilidad a la DNAsa I, la mitad presentaba sitios
para cohesinas, s6lo uno contenia un sitio de uniéon para CTCF (gen BCL9), y ninguno para
TCF4 (Tabla 11). Los que tenian mayor nivel de sobreexpresién en muestras clinicas fueron
tres: BCL9, SMARCC1 y ZNF643.

De los 8 potenciadores candidatos, la mayoria presentaban cromatina abierta, marcadores
epigenéticos de potenciadores (H3K4me1 y H3K27ac), y sitio de uniéon para cohesinas (Tabla
15). Menos de la mitad de los potenciadores tenian sitios de union para CTCF, TCF4 y otro

marcador de potenciadores, p300 (Tabla 15).

Cada region estudiada puede interactuar con varias regiones genémicas

La interaccion entre cada carnada y su potencial interactor identificado por 4C, se verificd a
través de 3C-PCR.

De los 7 genes candidatos a interactuar con el potenciador E, se confirmé la interaccion de dos
de ellos, ACBD3 y SMARCC1 (Figura 31). El gen ACBD3 codifica para una proteina involucrada
en el mantenimiento y funcién del aparato de Golgi y en el control del ciclo celular, y podria ser
regulada por el supresor de tumores RB (ver Tabla 14). El gen SMARCC1 codifica una proteina
miembro de la familia SWI/SNF, que regularia la transcripcion por alteracion de la estructura de
la cromatina, y que se sobreexpresa en diversos tejidos tumorales (ver Tabla 14). A su vez, se
encontraron lecturas quiméricas 4C que contenian a la secuencia del potenciador y de cada uno

de los genes (Figuras 32 y 33), sustentando los resultados del 3C-PCR.

El nimero total de interactores reportado en esta tesis, concuerda con Tan y colaboradores (Tan
et al. 2014), quienes observaron que la mayoria de los potenciadores predichos interactua con
un solo promotor, y fracciones menores lo hacen hasta mas de 5, promediando en total 2.92
promotores (Figura 39). La regulacion de varios genes por parte de un potenciador, donde
colocalicen sitios para RNA Pol Il, CTCF y/o cohesinas, podria constituir una fabrica de
transcripcion donde se coordine la actividad de dichos genes (Ong and Corces 2014; Pombo et
al. 1999).
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Figura 39 - Potenciadores que interactian con uno o mas promotores. lzquierda: Fraccion de
potenciadores que regulan a uno o mas promotores (Extraido de Tan et al. 2014). La linea vertical roja
indica el promedio estimado. Derecha: esquema de un potenciador actiando sobre varios promotores.

De los 8 elementos potenciadores candidatos a regular la actividad de c-Myc (Tabla 17), se
confirmé la interaccion de dos de ellos a través de 3C-PCR: el elemento localizado en 1p34.3 y
en 9p23 (Figura 34). El grupo de Tan también reporté que un promotor interactua con un
promedio 2.02 potenciadores (Figura 40); sugiriendo nuevamente el concepto de “shadow
enhancers” (Hong et al. 2008). Otro estudio también reporté un promedio similar, de 1.84
potenciadores por promotor (Sanyal et al. 2012). Por otro lado, al intentar buscar apoyo en los
datos 4C, solo se encontré lecturas quiméricas 4C que contenian secuencias del potenciador

candidato en 9p23 y c-Myc (Figura 35).
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Figura 40 — Promotores que interactian con uno o mas potenciadores. Izquierda: Fraccion de promotores
que son regulados por uno o mas potenciadores (Extraido de Tan et al. 2014). La linea vertical roja indica
el promedio estimado. Derecha: esquema de varios potenciadores actuando sobre un mismo promotor.

80



En la presente tesis se confirmd que el potenciador E puede interactuar con al menos dos genes
vinculados a cancer, ACBD3 y SMARCCH1, y que c-Myc lo haria con al menos un elemento
potenciador localizado en 9p23. Hasta el momento, no se ha reportado a ACBD3 ni a SMARCC1
como blancos del potenciador E, ni la existencia de un elemento regulador en la region 9p23
cercano al punto de interaccion. A estas interacciones hay que sumar la del potenciador E y c-
Myc, exhaustivamente estudiada y confirmada por 3C en trabajos previos (Pomerantz et al.
2009; Sotelo et al. 2010).

Sin embargo, la existencia de lecturas quiméricas 4C para varios de los otros candidatos no
confirmados por 3C, en algunos casos fuertemente vinculados a cancer ya sea por la literatura o
por su sobreexpresion, sugiere que tanto el potenciador E como el promotor de c-Myc podrian
establecer un mayor numero de contactos que los confirmados por 3C. Esta sugerencia tiene
como sustento el trabajo de Tan que reporta interacciones con hasta mas de 5 elementos (Tan
et al. 2014), y el de Wang que propone a la region 8q24 como un centralizador de contactos
(Wang et al. 2014a).

Resulta interesante pensar en la cantidad de contactos gendmicos que establece cada region de
estudio, si se da en simultaneo podria constituir una fabrica de transcripcion (Pombo et al. 1999),
0 ser consecuencia de una poblacion celular heterogénea y aneuploide como lo es LNCaP

donde coexisten células desincronizadas y con varios alelos de 8q24.

Comparacion con otras metodologias del tipo 3C en LNCaP mostré algunas coincidencias

Para verificar las interacciones identificadas en la presente tesis, se compararon los resultados
obtendios obtenidos con un trabajo publicado recientemente acerca de las interacciones de largo
alcance de los tres bloques de la regidn 8924 en lineas celulares derivadas de tejido normal y

tumoral de prostata, incluida LNCaP (Wang et al. 2014a).

Lo primero que resaltaron los autores del trabajo, es que una gran fraccién de las interacciones
involucraban a algunas regiones centroméricas (Figura 36). De entre los 22 genes candidatos
para el potenciador E, se encontré que uno, el gen NSUNS5, localizaba en un centromero (Tabla
11). Cuando se consideraron todos los picos 4C del potenciador E, se encontr6 un mayor
numero de coincidencias. Sin embargo, los autores no indicaron a cual bloque correspondia
cada interaccion ni la posicién genomica especifica de las mismas, lo que hace dificil la

evaluacion de las coincidencias.
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Respecto a las interacciones con regiones de mayor densidad génica, si se detalld el bloque
involucrado y la posicidon de cada interaccion relativa al gen mas cercano. Dentro de las
interacciones comunes del bloque 3 de 8g24 que contenia al potenciador, se encontraron
algunas coincidencias con los picos 4C, aunque las distancias relativas variaban un poco de las
reportadas por Wang (Tabla 18). En la gran mayoria de las coincidencias, no se encontrd

colocalizacion con marcadores de promotores u otras caracteristicas funcionales (Tabla 18).

Las diferencias entre esta tesis y el trabajo, pueden deberse a la metodologia utilizada y analisis
de los datos. El grupo de Wang utilizé la metodologia 3C-MTS, una variante de 3C que consistio
en preparar una biblioteca 3C, seleccionar las moléculas quiméricas que contenian fragmentos
de los distintos bloques de 8g24 con sondas especificas marcadas con biotina y secuenciar
(Wang et al. 2014a). En 3C-MTS se utilizé a EcoRI para fragmentar la cromatina entrecruzada,
una enzima de restriccién de corte raro que genera fragmentos de mayor tamafio que una de
corte frecuente como en 4C, por lo que la resolucién de la técnica podria ser menor (Gondor et
al. 2008). Adicionalmente, respecto al analisis de datos, los autores no utilizaron datos de ChIP o
DNAsa-Seq para estudiar la funcionalidad de los contactos, por lo que pueden estar

considerando contactos al azar como especificos.

La poca informacién que brindan los autores sobre las posiciones especificas de los contactos,
asi como la falta de estudios de colocalizacién de marcadores para promotores, no permitieron
encontrar mayores coincidencias con esta tesis, lo cual hubiese sido interesante para reafirmar

los resultados obtenidos.

82



VIIl. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Conclusiones

Se identificacron 7 genes candidatos a interactuar con el potenciador E, y 8 posibles elementos
potenciadores que regularian a c-Myc en LNCaP. Varios de los genes identificados tienen

vinculacion funcional con procesos tipo cancer.

Se confirmaron 3 de estos contactos gendmicos: los genes ACBD3 y SMARCC1, vinculados con

cancer, y un posible elemento potenciador en 9p23.

Se identificaron lecturas quiméricas conteniendo sitios de restriccion para la enzima Mbo | y
homologia a las secuencias de las carnadas y sus candidatos correspondientes, evidenciando la

existencia de los contactos en la region 824 en LNCaP.

Se observo que la mayoria de los genes y potenciadores predichos muestran caracteristicas de

cromatina abierta, sugiriendo actividad transcripcional de los mismos.

Se encontré que las cohesinas STAG1 y RAD21 median la formacién de los lazos de ADN

implicados en las interacciones de largo alcance en LNCaP, de forma independiente a CTCF.

En la presente tesis se obtuvieron bibliotecas 4C del potenciador E y de c-Myc, dos elementos
genomicos localizados en la region 8qg24, con suma importancia en cancer de prostata. La
secuenciacion de estas bibliotecas permitié identificar los contactos que cada uno de estos

elementos establece con el resto del genoma humano.

Para analizar las interacciones identificadas por 4C, se plantedé una estrategia que integré
informacién de ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina y DNAsa, en su mayoria
provenientes de la linea LNCaP. Esto argument6 y direccioné el andlisis de esta tesis hacia
resultados de depuracién funcional de las interacciones, asi como también respaldd su

comparacion con trabajos similares.
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Perspectivas

Para demostrar los roles bioldgicos de los interactores confirmados por 3C-PCR, y saber si estan
implicados en una misma red de interaccidn, realizar ensayos funcionales en vectores de
expresion, en presencia 0 ausencia de ciertos factores. En el caso del posible potenciador 9p23,
estudiar la expresién de la zona en tejido normal y tumoral, y correlacionarlo con niveles de c-

Myc.

Hubo regiones que no se analizaron con profundidad, por ejemplo picos 4C del potenciador E
que no eran proximos a un promotor. Estudios in silico en estas regiones para detectar
estructuras génicas, o de su expresion en LNCaP, permitird encontrar nuevos genes que no

estaban anotados o interacciones con una funcion mas compleja.

Esta tesis también constituyé una experiencia para mejorar el uso de herramientas informaticas,
tales como los comandos en linea en el sistema Linux (grep, awk, sed, sort, uniq y wc), perl y
python, y programas especificos para el analisis de las lecturas de secuenciacion. Esto motiva
fuertemente a desarrollar o mejorar su uso para lograr nuevos objetivos, como puede ser
estudiar a nivel masivo la correspondencia de lecturas quiméricas alineadas en distintos sitios

genomicos.

Una interrogante que surgié durante esta tesis, fue pensar si el numero de interacciones
identificadas por metodologias basadas en captura de la conformacién de la cromatina, estan
presentes en una sola célula, o son consecuencia de la sumatoria de las interacciones presentes
en la poblacion celular de estudio. La region 8q24 esta amplificada en varios tipos de cancer, por
lo que se podria estar capturando las interacciones de cada copia en simultaneo. Lo mismo
podria suceder para una linea celular como LNCaP, hipotetraploide, que puede contener varios
alelos de la region. La realizacion de experimentos 4C en cultivos celulares sincronizados o el
empleo alguna técnica que permita discriminar entre los alelos o copias de 8924, son opciones

interesantes para responder esta interrogante.

A modo confirmatorio, utilizar los interactores identificados en esta tesis como carnadas en
nuevos experimentos 4C, pero también a modo exploratorio para incrementar el nimero de

posibles integrantes de redes de interaccion y su co-participacion en distintas redes.

Como confirmacion independiente a técnicas basadas en 3C, utilizar FISH para verificar
contactos fisicos encontrados con captura de la conformacion de la cromatina (Spilianakis et al.
2005; Zhao et al. 2006; Lomvardas et al. 2006).
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