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1. Resumen

El gen RUNX1, reconocido como el regulador maestro de la
hematopoyesis definitiva en humanos, participa en condiciones patolégicas en
diversas translocaciones cromosomales reciprocas asociadas a leucemia
mieloide aguda. Una de las mas frecuentes encontrada tanto en pacientes de
leucemia mieloide aguda de novo, como secundaria, es la translocacion
cromosomica (8;21), en la que el gen RUNX1 se recombina con el gen ETO. En
el gen RUNX1, los sitios de quiebre de la doble hebra del ADN que dan origen a
esta translocacion se encuentran en el intron 5, confinados en tres regiones
denominadas BCR1, BCR2 y BCR3. Se desconoce qué determina que estas
regiones sean mas susceptibles a sufrir quiebres en la doble hebra del DNA. No
obstante, trabajo previo en nuestro laboratorio sugirié la posible existencia de
un promotor putativo en la region BCR3. Teniendo esto en consideracion, el
objetivo de este estudio fue evaluar el estado de actividad transcripcional del
promotor identificado en la region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1, y su
correlacion con dafio por tratamiento con etopdésido en distintas lineas celulares.
Para ello, en primer lugar, se caracterizo el intron 5 del gen RUNX1 usando
datos de DNase-seq y ChIP-seq para la marca epigenética H3K4mes3,
encontrandose que las regiones BCR2 y BCR3 exhibian presencia de

hipersensibilidad a DNasal y asociacion de H3K4me3 similar a lo encontrado

Xl



regularmente en un promotor conocido. Luego, mediante analisis de lectura de
secuencia para identificar elementos de promotor basal y posibles TSSs, en
conjunto a datos de CAGE y de EST, obtenidos de ENCODE, se determin6 que
el promotor putativo de la region BCR3 da origen a un nuevo RNA largo no
codificante, el que fue detectado en la linea celular mieloide KG-1 mediante RT-
PCR. Una vez confirmado que el promotor de la region BCR3 era activo, se
realizd tratamiento con etoposido, droga que induce la generacién de quiebres
en la doble hebra del DNA, observandose mediante qPCR que en células KG-1
el tratamiento con etopdsido producia dafio en el DNA en la region BCR3. Por
el contrario, en la linea celular Colo320, en la que no se transcribe el nuevo
RNA largo no codificante, no se observo dafio en la region BCR3 asociado al
tratamiento con etoposido. Finalmente, al inhibir la transcripcion en células KG-
1 haciendo un pre-tratamiento con flavopiridol, se previno el dafio producido en
la regibn BCR3 por tratamiento con etopoésido. En conjunto, los resultados
obtenidos muestran que el promotor identificado en la region BCR3 del intrén 5
del gen RUNX1 es activo, y que la actividad transcripcional del mismo se
correlaciona con la susceptibilidad de la region BCR3 a sufrir quiebres en la

doble hebra del ADN inducidos por tratamiento con etopdsido.
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2. Abstract

RUNX1 gene, recognized as the master regulator of definitive
hematopoiesis in humans, participates in pathological conditions in several
reciprocal chromosomal translocations associated with acute myeloid leukemia.
One of the most frequent, found in patients of both de novo and secondary
acute myeloid leukemia, is the chromosomal translocation (8;21), in which
RUNX1 gene recombines with the ETO gene. Within RUNX1 gene, the DNA
double strand breakpoints that originate this translocation are found in intron 5,
confined in three regions denominated BCR1, BCR2 and BCR3. It is unknown
what determines that these regions are more susceptible to suffer DNA double
strand breaks. Nonetheless, previous work in our lab pointed out the possible
existence of a putative promoter in the region BCR3. Taking that into
consideration, the aim of this study was to evaluate the transcriptional state of
the promoter identified at the BCR3 region located in intron 5 of the RUNX1
gene, and its correlation with damage induced by etoposide treatment in
hematopoietic cells. To this end, we characterized RUNX1 gene intron 5 using
DNAse-seq and the epigenetic mark H3K4me3 ChIP-seq data, finding that the
regions BCR2 and BCR3 exhibit both DNasel hypersensitivity and H3K4me3
similar to a bona fide promoter. Then, we performed analyses of sequence

reading, in order to identify core promoter elements and possible TSSs, along

XV



with CAGE and EST data, obtained from ENCODE. Our results showed that the
putative promoter in the region BCR3 originated a novel long non-coding RNA,
which was detected in the myeloid cell line KG-1 through RT-PCR. Once
confirmed that the promoter in the region BCR3 was active, treatment with
etoposide, a drug that induces the generation of DNA double strand breaks,
was performed. It was observed through gqPCR that etoposide treatment
produced DNA damage in the region BCR3. On the contrary, in Colo320 cells, in
which the novel long non-coding RNA was not detected, no damage was
observed in the BCR3 region after etoposide treatment. Finally, pre-treatment of
KG-1 cells with flavopiridol, a transcription inhibitor, prevented the damage
induced by etoposide treatment in the BCR3 region. Taken together, our results
showed that the promoter identified in RUNX1 intron 5 BCR3 region is active,
and that its transcriptional activity correlates with the susceptibility of the BCR3

region to DNA double strand breaks induced by etoposide treatment.
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3. Introduccién

3.1. Leucemia mieloide aguda secundaria

La leucemia mieloide aguda secundaria (t-AML) es un tipo de cancer
hematolégico que se desarrolla como un efecto adverso asociado
principalmente a tratamientos quimioterapeuticos. Al igual que la leucemia
mieloide aguda de novo (AML), se caracteriza por una proliferacion
descontrolada de células progenitoras mieloides en la médula ésea, las que
pueden migrar a la sangre periférica. Si bien t-AML posee caracteristicas a nivel
de aberraciones gendémicas similares a AML, es mas agresiva, y en general no
responde bien a los tratamientos quimioterapeuticos habituales para AML, en
gue se administran drogas como la citarabina, o el acido trans-retinoico. De
hecho, menos del 15% de los pacientes de t-AML sobrevive mas de cinco afios

(Ruiz Arguelles, 2009).

Distintos estudios indican que un 2-12% de los pacientes de distintos
tipos de cancer no hematolégicos, cuya quimioterapia incluye la droga
etopodsido, desarrolla t-AML de 3 a 5 afios post-tratamiento (Ezoe, 2012;
Hulegardh y cols., 2015; Milosevic y cols., 2012; Preiss y cols., 2010). Si bien se
han buscado drogas alternativas al uso de etopdsido en quimioterapia (Igawa y
cols., 2018; Kang y cols., 2011; Kim y cols., 2019), actualmente sigue siendo

considerado el tratamiento de eleccion para pacientes de cancer de pulmén
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(Dingemans y cols., 2021), el tipo de cancer con mayor incidencia a nivel

mundial (Sung y cols., 2021).

3.2. Etopo6sido y t-AML

El etoposido es un compuesto derivado de podofilotoxinas, moléculas
cuya actividad principal es la inhibicion de la enzima topoisomerasa |l
(Reyhanoglu y Tadi, 2020). La topoisomerasa Il es una enzima encargada de
disminuir la tension torsional generada por el superenrrollamiento de la doble
hebra del DNA en los procesos de replicacion y transcripcion. En mamiferos, se
han descrito dos formas codificadas en genes distintos: topoisomerasa lla
(TOP2A) 'y topoisomerasa I (TOP2B). Ambas formas difieren
fundamentalmente hacia el extremo C-terminal, en una region denominada
dominio variable, el que se cree les confiere su funcion en diferentes etapas del
ciclo celular. TOP2A se expresa principalmente en células en division activa, y
es una enzima esencial para el proceso de crecimiento celular, a diferencia de
TOP2B, que, si bien no es esencial para el crecimiento, participa en el proceso
de transcripcién. Las topoisomerasas ejercen su funcién en dos pasos: primero
clivan la doble hebra del DNA, lo que disminuye la tension torsional del
superenrrollamiento, y luego ligan los fragmentos generados (Lang y cols.,
1998; Nitiss, 2009a) (Figura 1A). Al inhibir el etopésido la actividad ligasa de

topoisomerasa Il, se acumula dafio en el genoma producto de la replicacion y
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Figura 1. El etopdésido posee dos mecanismos de generacion de DSBs. A:
En el primer mecanismo, el etopdsido inhibe la actividad ligasa de la enzima
topoisomerasa Il. La funcion de topoisomerasa Il es disminuir la tension
torsional del DNA, para ello cliva una de las hebras denominada G, luego
permite el paso de la hebra T, y finalmente vuelve a ligar G. En presencia de
etopdsido, dos moléculas de la droga producen impedimento estérico en el sitio
activo de la enzima, teniendo como consecuencia que los extremos de la hebra
G clivada no puedan acercarse lo suficiente para ser ligados. Este mecanismo
ocurre en todos los tipos celulares [modificado de (Martinez-Garcia y cols.,
2014; Wu y cols., 2011)]. B: El segundo mecanismo ocurre en células de tipo
mieloide, y aprovecha la actividad de la enzima mieloperoxidasa. La actividad
de esta enzima esta dividida en dos ciclos que compiten entre si dependiendo
de la concentracién de sustratos. En el ciclo de halogenacién se obtienen como
productos acidos hipohalosos; y en el ciclo peroxidasa se produce la oxidaciéon
de distintas moléculas, entre ellas etopdsido. Los radicales libres de etopdsido
pueden generar aductos de DNA, y estos aductos dar origen a quiebres en la
doble hebra del DNA [modificado de (Attia, 2010; Davies, 2011)].



transcripcion, lo que induce apoptosis principalmente en células cuya tasa de
replicacion es alta, como es el caso de las células tumorales (Hande, 1998;
Nitiss, 2009b; Pommier, 2013; Tammaro y cols., 2013), generando acumulacién
de DSBs durante la fase S, y produciendo arresto del ciclo celular en el
checkpoint G2/M, lo que conduce a apoptosis (Nam y cols., 2010). No obstante,
etopdsido no distingue entre células cancerosas y normales, por lo que su

efecto se extiende a todas las células del cuerpo.

En células de tipo mieloide, ademas del dafio producido por la inhibicion
de topoisomerasa IlI, se ha descrito que debido a la accién de la enzima
mieloperoxidasa (MPO), la molécula de etopésido se oxida, transformandose en
un radical libre que es capaz de dafiar el DNA (Fan y cols., 2006) (Figura 1B).
MPO es una enzima encargada de la produccion de acidos hipohalosos
responsables de la accion defensiva de células de sangre periférica, y se
expresa en todo el linaje celular mieloide, desde progenitores hasta leucocitos
(Zaki y cols., 1990). El efecto de generacion de radicales libres de etopdsido se
ve aumentado en presencia de sustratos de MPO, principalmente peréxido de
hidrogeno, y se forman en los primeros minutos luego de la incorporacion de
etopdsido en las células (Papiez y cols., 2016; Vlasova y cols., 2011). Aun mas,
se ha descrito que la expresion de MPO aumenta la induccion de dafio en el
DNA mediado por topoisomerasa Il (Atwal y cols., 2017). Esto sugiere que las
células de tipo mieloide podrian verse mas afectadas por el tratamiento con

etopdsido respecto a otros tipos celulares normales.
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Para que se desarrolle t-AML como consecuencia del tratamiento con
etopdsido, es necesario que en las células hematopoyéticas de los pacientes
ocurra dafio a nivel gendmico que produzca dos efectos de desregulacion
principales: un aumento en la proliferacion de células progenitoras mieloides, y
un blogueo en su diferenciacion (Gilliland y Griffin, 2002; Rosenbauer y Tenen,
2007). Esto se conoce como el modelo de doble hit para el desarrollo de
leucemia mieloide aguda. En aproximadamente el 75% de los pacientes esta
desregulacion se asocia a aberraciones gendémicas (Figura 2). En pacientes de
t-AML se ha observado una gran variedad de aberraciones a nivel genémico:
desregulacion de genes, deleciones, inserciones, inversiones y translocaciones
(Hong y He, 2017). Dentro de las translocaciones, una de las mas frecuentes es
la translocacién cromosdmica (8;21), o t(8;21), presente en alrededor del 5% de
pacientes de t-AML (Kayser y cols., 2011). En esta aberracién cromosomal se
intercambian fragmentos del brazo largo de los cromosomas 8 y 21, lo que

produce la recombinacién los genes RUNX1y ETO.

3.3. Translocaciones cromosémicas en linfomas y leucemias

Los linfomas y las leucemias son tipos de cancer que afectan al sistema
hematolégico. Se caracterizan por la proliferacion descontrolada de algun tipo
celular en los nodulos linfaticos, en el caso de los linfomas, o en la médula

0sea, en el caso de las leucemias (Ruiz Arguelles, 2009).



t((15;17)
2%

Figura 2. La t(8;21) es una de las translocaciones cromosdmicas
frecuentes en pacientes de t-AML. En pacientes de t-AML se ha encontrado
una gran variedad de aberraciones cromosomicas, aproximadamente el 75%

de los pacientes presenta alguna translocacion, delecién o insercion (Kayser
y cols., 2011).



En pacientes de estos tipos de cancer se ha identificado una amplia
variedad de aberraciones a nivel cromosomal (Huret y cols., 2013). Dentro de
los distintos tipos de aberraciones gendmicas, las translocaciones
cromosomales tienen particular relevancia, ya que es el tipo de aberracion mas
frecuente encontrado en pacientes tanto de linfomas, en particular linfomas no-
Hodgkin, como de leucemias (Burmeister y Thiel, 2001; Pratap y Scordino,
2019; Wan y cols., 2018). Una posible consecuencia de las translocaciones es
la recombinacion de genes, lo que puede resultar en la ganancia de funcion de
alguno de los genes involucrados, lo que se ejemplificara a continuacion,
mencionando translocaciones cromosomales presentes en linfomas vy

leucemias, y el mecanismo por el que favorecen el desarrollo de cancer.

Respecto a los linfomas, tenemos como ejemplo la translocacion (8;14),
la mas frecuente encontrada en pacientes de linfoma de Burkitt, un tipo de
linfoma no-Hodgkin. En esta translocacion se recombinan los genes IGH y
MYC. A causa de la recombinacion el gen MYC pasa a ser controlado por un
enhancer del gen IGH, lo que resulta en una expresion constitutiva de la
proteina MYC (van den Berg y Stevens-Kroef, 2017), un factor de transcripcion

gue promueve el crecimiento celular (Stine y cols., 2015).

En cuanto a las leucemias de tipo linfoide, considerando translocaciones

cromosomales frecuentes y el mecanismo molecular por el que favorecen el



desarrollo de leucemia, tenemos como ejemplos las translocaciones (4;11) y

(1:14).

En la translocacion (4;11) se recombinan los genes MLL (KMT2A) y AF4
(AFF1). La proteina de fusibn MLL-AF4 induce un aumento en la
expresion de los genes blanco de la proteina MLL, entre los que esta el
gen HOXA9 (Faramand y Dalia, 2018), asociado a la proliferacion de
células madre hematopoyéticas (Argiropoulos y Humphries, 2007).

En la translocacién (1;14) se recombinan los genes TAL1 (SCL) y TCRa
(Huret, 1998). La proteina TAL1 normal esté involucrada en la activacion
del ciclo celular en células progenitoras mieloides. En condiciones
normales, TAL1 no se expresa en células linfoides, sin embargo, al
producirse esta translocacién en progenitores linfoides el gen TAL1 pasa
a ser controlado por el promotor del gen TCRa (receptor de células T). La
expresion anormal de TAL1 en células linfoides incide en el desarrollo de

leucemia (Porcher y cols., 2017).

Por ultimo, en las leucemias de tipo mieloide, por mencionar algunos

ejemplos enfocados en las translocaciones cromosomales mas frecuentes y el

mecanismo molecular por el que estas aberraciones favorecen el desarrollo de

leucemia, tenemos las translocaciones (9;22), (15;17), (9;11), y (8;21).

En la translocacion (9;22), también conocida como cromosoma

Philadelphia, se recombinan los genes BCR y ABL. La proteina de fusion



BCR-ABL es una tirosina kinasa activada de forma constitutiva, y afecta
diversas vias de sefializaciéon que promueven la transformacion a células
de leucemia (Turhan, 2000). Entre estas se encuentran la via MAPK, que
aumenta la proliferacion; y la via PI3K/AKT, que aumenta la resistencia
de las células de leucemia a la apoptosis (Bavaro y cols., 2019).

En la translocacion (15;17) se recombinan los genes PML y RARa. La
proteina de fusibn PML-RARA actia como dominante negativa de la
proteina RARA normal (Poddighe y Weghuis, 2016), interaccionando con
correpresores transcripcionales, como N-CoR, lo que bloguea Ila
diferenciacion de células mieloides en la etapa de promielocitos (Liquori 'y
cols., 2020).

En la translocaciéon (9;11) se recombinan los genes MLL (KMT2A) y AF9
(MLLT3) (Knijnenburg y Beverloo, 2016). La proteina de fusion MLL-AF9
induce un aumento en la expresion de los genes blanco de la proteina
MLL, entre los que esta el gen HOXA9 (Krivtsov y cols., 2006), asociado
a la proliferacion de células madre hematopoyéticas (Argiropoulos y
Humphries, 2007).

En la translocacion (8;21) se recombinan los genes RUNX1 (AML1) y
ETO (RUNX1T1). La proteina de fusion RUNX1-ETO actia como
dominante negativa de la proteina RUNX1 normal (Kroes y Stevens-

Kroef, 2017), ya que es capaz de interaccionar con correpresores



transcripcionales, en particular N-CoR, mSin3A y HDACSs, bloqueando la

diferenciacion de células mieloides (Licht, 2001; Lin y cols., 2017).

3.4. Translocacion cromosémica (8;21): genes RUNX1y ETO

El gen RUNX1 es definido como el regulador maestro de la
hematopoyesis definitiva. Codifica un factor de transcripcion esencial para la
correcta diferenciacion de las células hematopoyéticas (Chen y cols., 2009;
Drevon y Jaffredo, 2014; Okuda y cols., 2000), que se expresa tanto en células
mieloides, como linfoides (Wang y cols., 2015). La proteina RUNX1 posee tres
dominios fundamentales: un dominio con homologia runt (RHD), un dominio de
transactivacion y uno de inhibicion. RHD es el dominio mediante el cual la
proteina reconoce su secuencia consenso en el DNA, para la regulacién de la
expresion de sus genes blanco (Roudaia y cols., 2009). Por otro lado, el gen
ETO codifica una proteina cuya funciéon no ha sido determinada a la fecha. No
obstante, al poseer dominios con homologia nervy (NHDs), es capaz de
interaccionar con correpresores transcripcionales (Zhang y cols., 2001). La
proteina de fusion RUNX1/ETO generada por la recombinacién de estos genes
en la t(8;21) esta conformada hacia su region N-terminal por el RHD de RUNX1,
fusionado con la mayor parte de la proteina ETO y sus NHDs (Figura 3). A

causa de esto, la proteina recombinante RUNX1/ETO es capaz de regular
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Figura 3. La t(8;21) da origen a la proteina de fusion RUNX1/ETO. Dada la
estructura que posee la proteina RUNX1/ETO, es capaz de competir con la
proteina RUNX1 normal por sus sitios de unién, regulando de forma negativa
los genes blanco de RUNX1, e inhibiendo de esta forma la diferenciacion de
células hematopoyéticas.
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negativamente la expresion de los genes blanco de la proteina RUNX1 normal,
bloqueando de esta manera la diferenciacion de células progenitoras mieloides

(Licht, 2001; Lin y cols., 2017; Roudaia y cols., 2009).

A pesar del tamafo de los genes RUNX1 (261,5kb) y ETO (140kb), al
analizar el sitio de recombinacién entre ellos, se ha determinado que los
quiebres de la doble hebra del DNA que originan la t(8;21) no ocurren en
cualquier parte dentro del cuerpo de cada gen, sino que se encuentran en
intrones especificos: el intron 5 del gen RUNX1 y el intron 1 del gen ETO. En el
intrén 5 del gen RUNX1 (24,8kb), se identificaron tres regiones mas pequefias
involucradas en la translocaciébn en pacientes de AML, a los que se les
denominé breakpoint cluster regions (BCRs): BCR1 (0,8kb), BCR2 (4,2kb) y
BCR3 (2,1kB) (zZhang y cols., 2002) (Figura 4). Qué determina que estos dos
intrones se asocien con frecuencia en la t(8;21) no es del todo claro, ya que no
poseen similitud de secuencia entre ellos, un factor que podria aumentar las
probabilidades de recombinacion errénea; sin embargo, existe otro factor que
podria aumentar la probabilidad de recombinacion, como es la distancia entre
estos dos genes dentro del nucleo. Al respecto, por un lado, se ha demostrado
que al estimular la via de sefializacion Wnt/B-Catenina, estos genes son
trasladados a regiones espaciales cercanas dentro del nacleo (Ugarte y cols.,
2015). Y, por otro lado, se ha determinado mediante ensayos de 3C que el
INcRNA RUNXOR interacciona con los cromosomas 8 y 21, pudiendo actuar

como un puente entre ellos (Wang y cols., 2014). Una mayor cercania en el
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Figura 4. En el intron 5 del gen RUNX1 se han identificado tres BCRs. El
afo 2002, Zhang y colaboradores analizaron los sitios de recombinacién de los
genes RUNX1 y ETO en pacientes de leucemia mieloide aguda que
presentaban la translocacion (8;21). A partir de esto, determinaron que los
sitios de quiebre de la doble hebra del DNA en el gen RUNX1 que daban origen
a la t(8;21) estaban contenidos dentro del intron 5 del gen, y se concentraban
en tres regiones, las que denominaron BCRs: BCR1, BCR2 y BCR3. La punta
de flecha bajo BCR3 indica la regién con HS DNasal encontrada por el grupo
de Zhang en lineas celulares mieloides, descrita en el mismo reporte (Zhang y
cols., 2002).
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ndcleo entre estos dos cromosomas podria aumentar la probabilidad de
recombinacion errénea al ocurrir un quiebre de doble hebra de DNA. No
obstante, esto no explica qué determina que las regiones BCR del intron 5 del
gen RUNX1 sean mas susceptibles a sufrir quiebres en la doble hebra del DNA.
Respecto a esto, en el mismo trabajo de Zhang y cols. en células
hematopoyéticas se determiné que las regiones BCR2 y BCR3 presentan sitios
de corte para topoisomerasa Il, y que ademas la region BCR3 presenta
hipersensibilidad a DNasal (HS DNasal) (Zhang y cols., 2002), lo que sugiere

gue la cromatina en esa region esta en una conformacion mas relajada.

3.5. Regiones BCR

Las regiones BCR son segmentos del genoma en los que, de ocurrir un
quiebre de la doble hebra del DNA, este puede dar origen a una aberracion
cromosomal. En términos generales, se desconoce qué determina que ciertas
regiones del genoma sean mas susceptibles a sufrir DSBs, debido a que a la
fecha no existe un criterio Unico e inequivoco para la identificacién de regiones
BCR. No obstante, una las caracteristicas comunes de las regiones BCR es una
mayor accesibilidad de la cromatina (Strick y cols., 2006; Strissel y cols., 1998),
lo que puede determinarse analizando la presencia de HS DNAsal en el
genoma. Sin embargo, dado que la HS DNasal es un indicador general de

accesibilidad de cromatina, es una caracteristica que comparten las regiones
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BCR con otros elementos del genoma, como por ejemplo promotores o
enhancers (Lu y Richardson, 2004). Actualmente, se puede analizar la
presencia de HS DNasal mediante ensayos de DNAse-seq. En conjunto a la
HS DNasal, la presencia de sitios de corte para topoisomerasa Il ha sido
seflalada como un potencial indicador de regiones BCR (Strick y cols., 2006;
Strissel y cols., 1998). Hace mas de tres décadas se reportd que topoisomerasa
Il reconoce la secuencia consenso degenerada de 18pb (A/G)N(C/T)NNCN
NG(C/T)NG(G/T)TN(T/C)N(T/C) (Spitzner y Muller, 1988), la que sigue siendo
aceptada hasta hoy. No obstante, se ha determinado que la selecciéon del sitio
de corte depende no solo de la secuencia, sino también de la flexibilidad de la
doble hebra del DNA en esa region, por cuanto se ha reportado que
topoisomerasa Il cliva preferentemente regiones mas flexibles que aquellas con
mayor rigidez (Jang y cols., 2019). Para la identificacion de sitios de corte para
topoisomerasa Il, hoy en dia existen disponibles técnicas asociadas a
secuenciacion de préxima generacion, tales como ChiP-seq de topoisomerasa |l
o DSB-seq. Si bien identificar la presencia de HS DNasal y sitios de corte para
topoisomerasa Il puede ayudar a seleccionar regiones del genoma candidatas
de ser BCR, no son suficientes para asegurar que una region lo es. Por esto
mismo, es relevante determinar qué otras caracteristicas poseen regiones BCR

conocidas.

Como se menciono anteriormente, la generacion de DSBs en una region
BCR puede dar origen a aberraciones cromosomales. Dentro de este espectro
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se encuentran duplicaciones, deleciones, inversiones y translocaciones. En
términos generales, todas estas alteraciones implican un desbalance en la
estructura normal de los cromosomas, y pueden tener como consecuencia la
disfuncion de uno o mas genes. Una duplicacién consiste en la repeticion de un
segmento en un cromosoma, pudiendo ubicarse este segmento en forma
adyacente a la region duplicada (en tAndem) o no. Por otro lado, una delecion
ocurre cuando un cromosoma pierde un segmento, el cual es degradado.
Distinto es el caso de las inversiones, en las que un segmento de cromosoma
invierte su orientacion, sin que se pierda ni se agregue material genético. Por
altimo, las translocaciones consisten en el rearreglo de segmentos dentro de un
mismo cromosoma (intracromosomal), o entre cromosomas (intercromosomal).
Entre estas Ultimas encontramos las translocaciones desbalanceadas, en las
gue un segmento de cromosoma es transferido hacia otro; y las translocaciones
reciprocas, en las que ocurre un intercambio de segmentos entre dos

cromosomas diferentes (Bhat y Wani, 2017).

Dentro de los genes que, en condiciones patologicas, participan en la
generacion de aberraciones genomicas, el gen RUNX1 destaca por la cantidad
de translocaciones reciprocas en las que esta involucrado. Para ejemplificar, el
afio 2009 las translocaciones t(3;21), t(8;21), t(12;21) y t(16;21) estaban listadas
dentro de las aberraciones mas frecuentes encontradas en pacientes de AML
(De Braekeleer y cols., 2009), y se han descrito mas desde entonces (De
Braekeleer y cols., 2011; Foley y cols., 2017; Moon y cols., 2013; Panagopoulos

16



y cols., 2016). Se desconoce qué determina que este gen sea tan propenso a la
generacion de DSBs que dan origen a translocaciones. Sin embargo, se sabe
gue para cada una de ellas el DSB en el gen RUNX1 se produce en un intron,
destacando los intrones 5 y 6 (Nucifora y Rowley, 1995). Entre las
translocaciones mencionadas, la mas notable es la t(8;21), ya que es la
translocacion cromosomica reciproca que involucra al gen RUNX1 mas
frecuente en pacientes de AML de novo y t-AML (Cheng y cols., 2009; Kayser y

cols., 2011).

3.6. Mecanismos epigenéticos

Los mecanismos epigenéticos son parte de los mecanismos moleculares
que regulan la expresion de genes. Estos mecanismos actdan en distintos
niveles, algunos modulando el proceso de transcripcion, mientras que otros
regulan la traduccion de mRNAs. En términos generales, los mecanismos
epigenéticos se pueden clasificar en tres grupos: los RNAs no codificantes, las
modificaciones covalentes y los complejos remodeladores de la cromatina
dependientes de ATP. En el primer grupo encontramos los microRNAs, los
RNAs cortos no codificantes y los RNAs largos no codificantes; en el segundo,
la metilacibn de DNA y las modificaciones post-traduccionales de histonas (Al
Aboud y cols., 2021); y en el tercero, los complejos remodeladores de la

familias SWI/SNF, ISWI, INO8O y CHD (Pandey, 2016).
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3.7. RNAs no codificantes

Los RNAs no codificantes (ncRNA) son transcritos de RNA que no
poseen un marco abierto de lectura, es decir, no codifican una proteina. Si bien
originalmente se creia que correspondia a fragmentos de RNA sin ninguna
funcion, hoy en dia se sabe que cumplen roles clave para el correcto
funcionamiento de las células, siendo algunos de estos reconocidos como parte
de los mecanismos epigenéticos de regulacién de la transcripcién. Los RNAs no
codificantes se clasifican de acuerdo a la longitud de sus secuencias, es asi
como podemos tener tres tipos generales: microRNAs (miRNA, ~20
nucleétidos), RNAs cortos no codificantes (sncRNA, menos de 200 nucleétidos)
y RNAs largos no codificantes (IncRNA, mas de 200 nucléotidos) (Srijyothi y

cols., 2018).

Entre los ncRNA que participan en regulacion de la expresion génica,
cada tipo posee un mecanismo diferente. EI mecanismo clasico de accion de
los miRNASs involucra su hibridacién con la region 3’-UTR de un mRNA blanco,
produciendo represion de la traduccién, realizada por los ribosomas, a través de
la degradacion o el secuestro de dicho mRNA (O'Brien y cols., 2018). No
obstante, se ha descrito miRNAs que hibridan con la regién 5’-UTR de mRNA
(9rom y cols., 2008), e incluso con regiones promotoras (Zhang y cols., 2014).
Distinto es el caso de los sncRNA, ya que existen diferentes tipos, cada uno con

su propia funcion. Entre los sncRNA se encuentran los RNAs nucleolares
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pequefios (snoRNA) y RNAs nucleares pequefios (SsnRNA). Estos RNAs
participan como guias en el proceso de maduracion de mRNA y rRNA
(Bratkovi€ y cols., 2020; Valadkhan, 2013). Los IncRNA, por su parte, actian
como guias para facilitar la interaccion de distintas moléculas tanto en el
citoplasma, como dentro del nucleo. De hecho, son considerados parte del
sistema de andamiaje nuclear mediando interacciones DNA-DNA, acercando
por ejemplo elementos regulatorios como enhancers o silencers al promotor que
regulan; asi como interacciones Proteina-DNA, guiando elementos trans
regulatorios a sus elementos correspondientes en cis. Ademas de esta funcién,
se ha descrito que actian como sefiuelos de miRNAs, hibridando con ellos e
impidiendo de esta forma que los mMiIRNAs silencien sus genes blanco

(Marchese y cols., 2017).

3.8. Estructura de cromatina y transcripcion

El DNA dentro del ndcleo se encuentra empaquetado, formando un
complejo en conjunto a distintas proteinas, conocido como cromatina (Kornberg
y Lorch, 1999). La unidad béasica de la cromatina es el nucleosoma, y esta
conformado por un octamero de histonas, proteinas altamente conservadas,
sobre el que se enrollan aproximadamente 147pb de DNA (Richmond y Davey,
2003). Las histonas base se denominan H2A, H2B, H3 y H4. Cada una de ellas

posee un dominio conocido como cola de histona en su extremo N-terminal, los
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gue son fundamentales para el plegamiento de la cromatina, mediando la
interaccion entre nucleosomas (Allan y cols., 1982; Garcia-Ramirez y cols.,
1992). Esto influye en el grado de compactacién de la cromatina, la que puede
estar en una conformaciéon mas relajada, o mas compacta. Entre los factores
que regulan el grado de compactacion de la cromatina se encuentran los
complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP y las
modificaciones post-traduccionales de las colas de histonas, o marcas de
histonas, que son parte de los mecanismos epigenéticos de regulacion de

expresion génica (Bannister y Kouzarides, 2011; Pandey, 2016).

Los complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP
modulan el grado de compactacion de la cromatina a través de la regulacion del
posicionamiento de nucleosomas a lo largo del genoma. Se agrupan en cuatro
familias: SWI/SNF, ISWI, INO80 y CHD (Pandey, 2016). Cada familia posee

caracteristicas distintivas:

e Los complejos SWI/SNF se caracterizan por poseer dominios bromo
(Chatterjee y cols., 2010).

e Los complejos ISWI se caracterizan por poseer dominios SANT y SLIDE
(Chen y Shen, 2010).

e Los complejos INO8O se caracterizan porque su dominio ATPasa esta

dividido en dos segmentos (Chen y Shen, 2010).
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e Los complejos CHD se caracterizan por poseer dominios cromo (Marfella

e Imbalzano, 2007).

En promotores, el posicionamiento de nucleosomas puede facilitar o impedir
el acceso de factores de transcripcion a sus sitios de union en el ADN, por lo
gue los complejos remodeladores de la cromatina tienen un papel fundamental
en la regulacion de la transcripcion (Eberharter y Becker, 2004; Pandey, 2016).
Pese a sus diferencias, todos los complejos remodeladores de la cromatina
dependientes de ATP pueden ser tanto activadores, como represores
transcripcionales, dependiendo de la interaccion que tengan con otros
elementos regulatorios de la transcripcion, como por ejemplo las modificaciones

post-traduccionales de histonas (Swygert y Peterson, 2014).

La presencia de distintas marcas de histonas en promotores, como por
ejemplo la trimetilacion de lisina 4 de histona H3 (H3K4me3) y la acetilacién de
lisina 27 de histona H3 (H3K27ac), se asocia con la actividad transcripcional de
los genes que regulan (Karli¢ y cols., 2010). Esto se debe a que la
conformacion de la cromatina determina la accesibilidad de sitios de unién para
factores de transcripcion (Liscovitch-Brauer y cols., 2021; Todeschini y cols.,
2014). De hecho, se ha descrito que una caracteristica de promotores de genes
activos es la presencia de HS DNasal (Mercer y cols., 2013), lo cual es un
reflejo de que en esas regiones la cromatina se encuentra en una conformacion

mas relajada, y, por lo tanto, mas accesible.
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3.9. Regiones de quiebre cromosomal en RUNX1: promotor putativo

Dado que una conformacion relajada de la cromatina facilita la
interaccion del DNA con otras moléculas, la presencia de HS DNasal ha sido
utilizada como un indicador para la identificacién de elementos regulatorios de
la transcripcion en el genoma (Lu y Richardson, 2004; Mercer y cols., 2013;
Tanaka y cols., 1998). En ese sentido, en nuestro laboratorio se ha explorado
previamente la posibilidad de la existencia de elementos regulatorios en el
intron 5 del gen RUNX1. Analisis de datos de ChIP-seq de una linea celular
hematopoyética mostraron la presencia de marcas epigenéticas asociadas a
elementos regulatorios de la transcripcion, en el intrén 5 del gen RUNX1, en
particular en la region BCR3. Mas aun, el clonamiento de un fragmento de la
region BCR3 en el vector pGL3-Basic, que no posee promotor, mostré que esta
regién es capaz de modular la transcripcion del gen reportero contenido en el
vector de forma orientacidon-dependiente (Tesis de Magister Marcela Hinojosa),
lo que sugiere que se trataria de un promotor putativo. Tomando en cuenta lo
anterior, surgen las preguntas: ¢Es activo el promotor putativo identificado en la
region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1? Y ¢Se relacionara la actividad de
este promotor con la susceptibilidad de la region BCR3 a sufrir quiebres de
doble hebra de DNA? En ese sentido, es posible que la actividad transcripcional
de este promotor influya en la susceptibilidad a dafio de quiebre de doble hebra

de DNA que presenta la region BCR3 del intrén 5 del gen RUNX1.
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4. Hipotesis

La actividad transcripcional del promotor identificado en la regién BCR3 del
intrén 5 del gen RUNX1 influye en la susceptibilidad de esa regién a dafio por

tratamiento con etopdsido en lineas celulares.
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5.1. Objetivo General

Evaluar el estado de actividad transcripcional del promotor identificado en la
region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1 y su correlacion con dafio por

tratamiento con etopdsido en lineas celulares.

5.2. Objetivos Especificos

1. Caracterizar el promotor identificado en la region BCR3 del intron 5 del

gen RUNX1 y el transcrito de RNA que genera.

2. Determinar el perfil de expresion del transcrito de RNA originado en la
region BCR3 y evaluar su relacion con la expresion del gen RUNX1 en

distintos tipos celulares.

3. Analizar la generacién de dafio de corte de doble hebra de DNA inducido
por tratamiento con etopdsido en la region BCR3 del intron 5 del gen
RUNX1 y su relacion con el estado de actividad transcripcional del

promotor identificado en esa regién en distintos tipos celulares.
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6. Materiales y Métodos

6.1. Analisis de datos de DNase-seq y ChlP-seq de H3K4me3. Se analizaron
datos de DNase-seq y ChlP-seq, disponibles en el servidor del proyecto
ENCODE (https://genome.ucsc.edu/encode/dataMatrix/encodeDataMatrixHuma
n.html), para evaluar la presencia de hipersensibilidad a DNasal y de la marca
epigenética H3K4me3 en cuatro regiones gendémicas: 1.- el intrén 5 del gen
RUNX1; 2.- una regién alrededor del TSS del gen SNRPDS3; 3.- una regién sin
genes del cromosoma 1 de 25kb seleccionada al azar; y 4.- la region M-BCR
del gen BCR. Las coordenadas de estas regiones fueron obtenidas del proyecto
ENSEMBL (http://grch37.ensembl.org/index.html) (Tabla 1), considerando la
version del genoma humano hgl9 para coincidir con la usada en ENCODE, y
cada region fue subdividida en moédulos de 2,5kb. En total, se consideraron 51
tipos celulares que tenian datos de DNase-seq y ChIP-seq de H3K4me3. La
presencia de hipersensibilidad a DNasal y de la marca epigenética H3K4me3
fue evaluada de forma visual, usando el UCSC Genome Browser
(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks), contando el numero de tipos
celulares que presentaban, por lo menos, una sefial de hotspot de

hipersensibilidad a DNasal o H3K4me3.

6.2. Prediccién de sitios de inicio de transcripcion con software YAPP. La

identificacion de elementos de promotor basal se realizé usando la herramienta
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Regidn analizada Cromosoma Coordenadas (hg19)
Intrén 5 del gen RUNX1 21 36,206,899-36,231,770
Regidn alrededor del TSS del gen SNRPD3 22 24,946,471-24,956,470
Regidn sin genes del cromosoma 1 1 189,079,068-189,104,067
Regidon M-BCR del gen BCR 22 23,630,284-23,637,342

Tabla 1. Coordenadas gendmicas de las regiones analizadas. Se indica el
cromosoma en el que estan localizadas las cuatro regiones que se
consideraron en los analisis, y las coordenadas correspondientes a la version
del genoma humano hg19.
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en linea YAPP Eukaryotic Core Promoter Predictor
(http://www.bioinformatics.org/yapp/cgi-bin/yapp.cgi) en tres regiones: 1.- el
intron 5 del gen RUNX1; 2.- una region alrededor del TSS del gen SNRPD3; y
3.- una region sin genes del cromosoma 1 seleccionada al azar. Las
coordenadas de estas regiones fueron obtenidas del proyecto ENSEMBL
(http://grch37.ensembl.org/index.html), y las secuencias del sitio web del NCBI
(https://lwww.ncbi.nim.nih.gov). Las tres secuencias fueron enviadas como input,

considerando un puntaje de corte de 0,99.

6.3. Andlisis de datos de CAGE. Se analizaron datos procesados de
experimentos de CAGE disponibles en el servidor del proyecto ENCODE
(https://genome.ucsc.edu/encode/dataMatrix/encodeDataMatrixHuman.html),
para evaluar la presencia de TSS identificados usando Modelos Ocultos de
Markov (HMM), basados en datos crudos de CAGE, en tres regiones: 1.- el
intron 5 del gen RUNX1; 2.- una region alrededor del TSS del gen SNRPD3; y
3.- una region sin genes del cromosoma 1 seleccionada al azar. Las
coordenadas de estas regiones fueron obtenidas del proyecto ENSEMBL
(http://grch37.ensembl.org/index.html), considerando la version del genoma
humano hgl9 para coincidir con la usada en ENCODE, y cada region fue
subdividida en médulos de 2,5kb. Se consideraron los 35 tipos celulares que
tenian datos de CAGE. La presencia de TSSs en cada mdédulo fue evaluada de

forma visual, usando el UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/cgi-
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bin/hgTracks), contando el nimero de tipos celulares que presentaban TSSs, y

clasificandolos de acuerdo a su orientacion de transcripcion.

6.4. Analisis de datos de EST. Se analizaron datos de EST, disponibles en el
servidor del proyecto ENCODE (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks),
para identificar ESTs dentro del intrén 5 del gen RUNX1. Las coordenadas
gendmicas de esta region fueron obtenidas del proyecto ENSEMBL
(http://grch37.ensembl.org/index.html), considerando la version del genoma
humano hgl9 para coincidir con la usada en ENCODE. Los 53 ESTs
encontrados fueron clasificados de acuerdo a su orientacién de transcripcion
(es decir, en el mismo sentido, o antisentido) respecto al mRNA del gen
RUNX1. Luego, se seleccionaron las siguientes secuencias antisentido:
BU689215, BU684610, AW204843, BX111268, Al863417, Al798118, Al810863
y AA984901, y con ellas se realizdé un alineamiento multiple para obtener una
secuencia consenso. La secuencia obtenida fue utilizada como input en la
herramienta en linea Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.c
gi?PROGRAM=blastnyPAGE_TYPE=BlastSearchyLINK _LOC=blasthome),

para asi identificar predicciones de RNAs completos. Finalmente, las
secuencias de los ncRNAs identificados fueron alineadas con la secuencia del

intron 5 del gen RUNXL1.
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6.5. Cultivo celular. Las células KG-1 fueron cultivadas en medio IMDM,
suplementado con 10% FBS, L-glutamina 2Mm y 1% penicilina-estreptomicina;
las células K562 y Colo320 fueron cultivadas en medio RPMI 1640,
suplementado con 10% FBS, L-glutamina 2mM y 1% penicilina-estreptomicina;
las células HelLa fueron cultivadas en medio DMEM, suplementado con 10%
FBS, L-glutamina 2mM y 1% penicilina-estreptomicina; y las células HUVEC
fueron cultivadas en medio de crecimiento de células endoteliales. Todas las

células fueron mantenidas a 37°C, con 5% de COsx.

6.6. Andlisis de expresion del nuevo ncRNA. La expresion de RNA en las
distintas lineas celulares fue evaluada mediante RT-PCR, usando pares de
partidores para detectar los mMRNA de los genes RUNX1 y SNRPDS3, y otro par
de partidores para detectar el nuevo RNA largo no codificante predicho.
Primero, se extrajo RNA total usando el kit Purelink™ RNA mini (Ambion), y se
cuantifico usando el kit Qubit® RNA BR Assay (Invitrogen) en un fluorimetro
Qubit® 2.0. Luego, se convirtieron 4ug de RNA total a cDNA usando el kit
SuperScript® Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Al finalizar, cada reaccion de conversion fue diluida
1.25 (KG-1, K562, Colo320 y HelLa) o 1:5-1:10-1:20 (HUVEC), y 1uL de cada
una se uso para realizar PCR, con el siguiente programa: [30s a 95°C - 30s a
58°C - 30s a 72°C] por 28 ciclos. Los pares de partidores que se usaron fueron

los siguientes: [NCRNA F: AGC TCG CTG TCC TGT TCA TT; R: AGC TAG CAG
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GGC CAG ACA TA] [RUNX1 F: GTC GAA GTG GAA GAG GGA AA; R: CCG
ATG TCT TCG AGG TTC TC] [SNRPD3 F: TCT TCC TGC CAA GAT GTC TA;
R: TAA CAT GGG TGC GTT CTT C]. Finalmente, los productos de PCR fueron
resueltos usando electroforesis en geles de agarosa 1%, tefiidos con SYBR®
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), un fluoréforo que permite visualizar DNA bajo

luz UV.

6.7. Mapeo del intron 5 del gen RUNX1 para evaluar localizacion del nuevo
NncRNA. Para evaluar la localizacibn genomica desde la que se esta
transcribiendo el nuevo RNA no codificante en las distintas lineas celulares, se
realizd RT-PCR usando 15 pares de partidores a lo largo del intron 5 del gen
RUNX1 (Tabla 2). Primero, se extrajo RNA total usando el kit Purelink™ RNA
mini (Ambion), y se cuantificé usando el kit Qubit® RNA BR Assay (Invitrogen)
en un fluorimetro Qubit® 2.0. Luego, se convirtieron 4ug de RNA total a cDNA
usando el kit SuperScript® Ill First-Strand Synthesis System (Invitrogen), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Al finalizar, cada reaccion de
conversién fue diluida 1:25 y 1uL de cada una se usé para realizar PCR, con el
siguiente programa: [30s a 95°C - 30s a 58°C - 30s a 72°C] por 28 ciclos.
Finalmente, los productos de PCR fueron resueltos usando electroforesis en
geles de agarosa 1%, tefiidos con SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), un

fluoréforo que permite visualizar DNA bajo luz UV.
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Par de partidores | Direccion Secuencia 5'-3'
A F AGA GTG GAC CAC AAG GGA GTA A
R GAA CTG TAA CCC AGC CTC AGA T
B F CTG TGA TCA CGG CAG CTT TTA T
R GAA GAG CTC ACA GTC ATT CC
c F GTG CAA TAG CCC CAG GTA GA
R GGG CAT CCT GAT TTA CAT GC
D F GGG ATT ATA GGC ATC CAC CA
R CAT ATG ACA TGA TCT CAA CCA A
£ F AGC AGA GCC CTG TTG CTT T
R CCA CTT TAC CCA TCT TTC GTG
= F GAC TGA GCC TCT CCA AAA CG
R CCA GGG CCC ATG CTA TAC TA
G F CTG GGC ACA GAA GTIG TTC CT
R TGA AGC CAG TTC AGT GAT GC
H F AGC TCG CTG TCC TGT TCA TT
R AGC TAG CAG GGC CAG ACA TA
| F AGC TCG CTG TCC TGT TCA TT
R AGC TAG CAG GGC CAG ACA TA
] F AAG AGG TCT CCC TCC TCA CA
R TCT GAC GCT CTC TCC TGT CA
K F CTC CTC TGC CTC CTC ACA GTA T
R AGG GAG ACA GCC CTC ATA AAC T
L F GTG CCA CTC TCA ACT CAG CA
R CAT TGT GAA ACC CCA TCT CC
M F GAC TCA GCC TTG GGA TGG TA
R TGC ACG AGG TGT CCT AAG AA
N F GTC CCA GGG TGA AAT CTT GA
R CCC CCG AAT GTT AAA TAG AGG
0o F GGG AAC AGA GGT TGT GCA AT
R AAA CAA CCG TCA CCA GGA AG

Tabla 2. Pares de partidores usados en el mapeo del intron 5 del gen

RUNX1 para evaluar localizacion del

secuencias de los 15 pares de partidores utilizados en el analisis.
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6.8. Tratamiento con etopdsido. Células KG-1 y Colo320 fueron tratadas con
18 y 36mg/L de etoposido (Sigma-Aldrich), su vehiculo (0,1% DMSO), o bien no
tratadas por 0 y 24h a 37°C. Luego de los tiempos indicados, se extrajo DNA

genomico usando el kit Genomic DNA from Blood (Macherey-Nagel).

6.9. Pre-tratamiento con flavopiridol seguido de tratamiento con
etoposido. Células KG-1 fueron pre-tratadas con 0,5uM flavopiridol (Sigma-
Aldrich) o su vehiculo (agua) por 1h a 37°C. Pasado ese tiempo, fueron tratadas
con 18 y 36mg/L de etopdsido (Sigma-Aldrich), su vehiculo (0,1% DMSO), o
bien no tratadas por 0 y 24h a 37°C. Luego de los tiempos indicados, se extrajo
DNA genomico usando el kit Genomic DNA from Blood (Macherey-Nagel); y
RNA total usando el kit Purelink™ RNA mini (Ambion). Para diferenciarlas de
las células KG-1 tratadas con etopésido descritas en el parrafo anterior, en

adelante se les llamara “KG-1 pre-tratadas”.

6.10. Analisis de efectividad de inhibicion de transcripcién. Con el fin de
evaluar la efectividad de la inhibicion de transcripcion en células KG-1 pre-
tratadas, se determin6 el numero inicial de copias de mRNA de los genes ACTB
y RUNX1; y del ncRNA de interés. Para ello, primero se hizo una curva
estandar en base a numero inicial de copia para cada RNA usando RNA total
de células KG-1 no tratadas. Se convirtieron 4ug de RNA total a cDNA usando

el kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen), de acuerdo a
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las instrucciones del fabricante. Al finalizar, cada reaccion de conversion fue
diluida 1:25 y 1pL de cada una de estas diluciones se uso para realizar PCR,
con el siguiente programa: [30s a 95°C - 30s a 58°C - 30s a 72°C] por 28 ciclos.
Los partidores usados fueron los siguientes: [ACTB F: GCG GGA AAT CGT
GCG TGA CAT T; R: GAT GGA GTT GAA GGT AGT TTC GTG] [RUNX1 F:
GTC GAA GTG GAA GAG GGA AA; R: CCG ATG TCT TCG AGG TTC TC]
[NncRNA F: AGC TCG CTG TCC TGT TCA TT; R: AGC TAG CAG GGC CAG
ACA TA]. Los productos de PCR fueron purificados usando el kit NucleoSpin
PCR Cleanup (Macherey-Nagel) y cuantificados usando el kit Qubit® dsDNA
BR (Invitrogen) en un fluorimetro Qubit® 2.0. Luego, se hizo una dilucion
seriada de 107 a 102 copias/uL se usé 1pL por reaccion de gPCR con el
siguiente programa: [30s a 95°C - 30s a 58°C - 30s a 72°C] por 28 ciclos. Con
los datos de Ct se hicieron tres curvas estandar (ACTB, RUNX1 y ncRNA),
obteniendo una ecuacién de la recta para cada una de ellas (Figura 5).
Finalmente, se convirtio el RNA total de células KG-1 pre-tratadas (0 y 24h) y se
realizd qPCR de la misma forma antes descrita. Con los datos de Ct de células
KG-1 pre-tratadas y las ecuaciones de las curvas estandar, se determind el
namero inicial de copias de los genes ACTB y RUNX1; y del ncRNA de interés.
La significancia estadistica se determiné con el test t comparando el valor
obtenido a las Oh en cada condicion, con su valor correspondiente a las 24h,

para los tres RNAs analizados (n=3).
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Figura 5. Curvas estandar en base a numero inicial de copias para el
analisis de efectividad de inhibicion de transcripcion con flavopiridol. Se
obtuvieron curvas estandar en base a numero inicial de copias para los genes
ACTB, RUNX1 y el nuevo ncRNA. Se determin6 que la eficiencia de los tres
pares de partidores esta dentro del rango recomendado para analisis (90-
110%). La ecuacion de la recta asociada a cada una de las curvas fue
utilizada en el analisis de efectividad de inhibicion de transcripcion.
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6.11. Analisis de generacion de dafio de quiebre de doble hebra del DNA
en region BCR3 por tratamiento con etoposido. Se realizd6 qPCR para
detectar dafio en la region BCR3 del intrén 5 del gen RUNX1, utilizando un par
de partidores que amplifican un fragmento de esa region [F: CTT CCT GGT
GAC GGT TGT TT; R: GTC CCA TTT CCA GGT ACA CG]. Como control, se
consider6 la amplificacion de un fragmento del intron 4 del gen RUNX1 [F: GGC
AAC AGA AGA ATC ACA CG; R: CCATTG TCC CAG TCC TGA GT]. En cada
reaccion de qPCR, se usé 1ng de DNA gendmico de células KG-1, Colo320 y
KG-1 pre-tratadas, con el siguiente programa: [30s a 95°C — 30s a 64°C — 30s a
72°C] por 30 ciclos. Los datos de Ct obtenidos fueron procesados usando el
método del AACt, comparando la amplificaciéon del fragmento de la regién
BCR3, con la amplificacion del fragmento control del intrén 4 del gen RUNX1.
La significancia estadistica fue evaluada con el test Mann-Whitney (n=4 para

KG-1y Colo320; n=3 para KG-1 pre-tratadas).

6.12. Célculo de concentraciéon de etopésido en tratamientos. En contexto
clinico, se recomienda que la dosis diaria de etopdsido para un paciente sean
50-100mg de etopésido por m? de area corporal (Reyhanoglu y Tadi, 2020).

Para el célculo de area corporal se utiliza la formula de Mosteller:

Estatura (cm) X Peso (kg)
3600

Area corporal (m?) = \/
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Como variables se consideraron una estatura promedio de 171cm (Roser y
cols., 2013) y un peso normal para dicha estatura de 68kg, obteniéndose un
area corporal promedio aproximada de 1,8m2. Por lo tanto, una dosis diaria de
etopdsido representativa para un adulto estaria entre 90-180mg, los que
administrados de forma intravenosa en 5L de sangre corresponden a una
concentracion entre 18-36mg/l de etopdsido. Estas concentraciones fueron las
usadas en el andlisis de generacion de dafio de quiebre de doble hebra del

DNA en region BCR3 por tratamiento con etopésido.
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7. Resultados

7.1. Las regiones BCR2 y BCR3 del intrén 5 del gen RUNX1 presentan
caracteristicas similares al promotor de un gen de referencia.
Considerando los datos previos obtenidos en el laboratorio, que sugieren
la existencia de un promotor putativo en la region BCR3 del intron 5 del gen
RUNX1 (Tesis de Magister Marcela Hinojosa), se decidio caracterizar el intron 5
del gen RUNX1 evaluando la presencia y localizacion de hotspots de HS
DNasal (Tabla 3) y la marca epigenética H3K4me3 (Tabla 4), en base a datos
de DNase-seq y ChlIP-seq de 51 tipos celulares disponibles en el servidor del
proyecto ENCODE. La HS DNasal es un indicador general de accesibilidad de
cromatina, y ha sido utilizado como método de identificacion de regiones
regulatorias potenciales en el genoma (Lu y Richardson, 2004; Mercer y cols.,
2013; Tanaka y cols., 1998). La marca epigenética H3K4me3, por su parte, ha
sido asociada a regiones promotoras, mas especificamente alrededor de TSSs
(Barski y cols., 2007; Schmid y Bucher, 2007). Sorprendentemente, los
resultados muestran que en el intrén 5 del gen RUNX1 existe presencia de
hotspots tanto de HS DNasal, como de H3K4me3, en todos los mdédulos en los
gue fue subdividida la region. Destacan los médulos VI, IX y X, que colocalizan
con las regiones BCR2 y BCR3, en los que la combinaciéon de HS DNasal y
H3K4me3 estd presente en mas de 35 tipos celulares (Figura 6). Como

comparacion, en el promotor del gen de referencia SNRPD3 la combinacion de
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Figura 6. Las regiones BCR2 y BCR3 del intron 5 del gen RUNX1
presentan HS DNasal y H3K4me3. Se analiz6 la presencia de hotspots de HS
DNasal y H3K4me3 en 51 tipos celulares que tenian datos de DNasa-seq y
ChIP-seq de H3K4me3, disponibles en el servidor del proyecto ENCODE. Las
barras corresponden al nimero de tipos celulares que presentan al menos un
hotspot de HS DNasal (azul) o H3K4me3 (naranjo) en cada uno de los médulos
de 2,5kb (I a X) en que se subdividio el intron 5 del gen RUNXL1.
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HS DNasal y H3K4me3 esta presente alrededor del TSS del gen en todos los
tipos celulares analizados (Figura 7, panel izquierdo); mientras que en una
region sin genes del cromosoma 1 existe escasa presencia tanto de HS DNasal
como de H3K4me3 (Figura 7, panel derecho). Para evaluar la posibilidad que la
presencia de HS DNasal y H3K4me3 sea una caracteristica propia de regiones
de quiebre cromosomal, se analizd también la region M-BCR del gen BCR,
conocido por participar en la formacion del cromosoma filadelfia, la
translocacion mas frecuente en pacientes de leucemia mieloide cronica
(Hagemeijer, 1987; Krishna Chandran y cols., 2019). En este caso, si bien se
encontré presencia de HS DNasal en esta region, en la mayor parte de los tipos
celulares existia escasa presencia de H3K4me3 (Figura 8). Estos resultados
indican que la marca epigenética H3K4me3 no es una caracteristica coman de
las regiones de quiebre cromosomal y sugiere la presencia de un promotor
putativo tanto en la region BCR3, como BCR2, del intron 5 del gen RUNX1.

A continuacion, con la finalidad de determinar si los promotores putativos
encontrados son funcionales, se evalud la presencia de posibles TSSs en el
intron 5 del gen RUNX1 usando dos estrategias. En la primera se realiz6 una
prediccién in silico, mediante la herramienta en linea YAPP Eukaryotic Core
Promoter Predictor. Esta herramienta identifica secuencias de elementos de
promotor basal en regiones del genoma, los que indican potenciales sitios de
unién de factores de inicio de transcripcion. Por otro lado, en la segunda

estrategia se evalu6 la presencia de TSSs identificados mediante modelos
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Figura 7. La presencia de HS DNasal y H3K4me3 es una caracteristica de
regiones promotoras. Se analizo la presencia de hotspots de HS DNasal y
H3K4me3 en 51 tipos celulares que tenian datos de DNasa-seq y ChlP-seq de
H3K4me3, disponibles en el servidor del proyecto ENCODE. Las barras
corresponden al nimero de tipos celulares que presentan al menos un hotspot
de HS DNasal (azul) o H3K4me3 (naranjo) en cada uno de los modulos de
2,5kb en que se subdividié una regién de 10kb alrededor del TSS del gen de
referencia SNRPD3 (I a IV) (panel izquierdo); y una region de 25kb sin genes
del cromosoma 1 (I a X) (panel derecho).
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Figura 8. La presencia de H3K4me3 no es una caracteristica comun de las
regiones de quiebre cromosomal. Se analiz6 la presencia de hotspots de HS
DNasal y H3K4me3 en 51 tipos celulares que tenian datos de DNasa-seq Yy
ChlIP-seq de H3K4me3, disponibles en el servidor del proyecto ENCODE. Las
barras corresponden al nimero de tipos celulares que presentan al menos un
hotspot de HS DNasal (azul) o H3K4me3 (nharanjo) en cada uno de los médulos
de 2,5kb (I a lll) en que se subdividio la region M-BCR del gen BCR.
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ocultos de Markov (HMM) en 35 tipos celulares, en base a datos crudos de
CAGE, disponibles en el servidor del proyecto ENCODE (Tabla 5). Para la
prediccion in silico, solo se considerd el elemento de promotor basal iniciador
(INR), ya que esta presente en el TSS de aproximadamente el 50% de los
genes humanos (Yang y cols., 2007). Dentro del intron 5 del gen RUNX1 se
encontraron 25 INR; 7 de ellos en la region BCR2 (4,2kb), y 5 en la regién
BCR3 (2,1kb) (Figura 9, panel superior). Comparativamente, una region de
10kb alrededor del TSS del gen de referencia SNRPD3, donde se esperaba al
menos 1 elemento de promotor basal, tiene 9 INR (Figura 9, panel central); y
una region sin genes del cromosoma 1 de 25kb, el mismo tamafio que el intrén
5 del gen RUNX1, tiene solo 8 INR (Figura 9, panel inferior). Un analisis
cuantitativo en estas regiones muestra que la densidad de INR en las regiones
BCR2 y BCR3, es similar a lo que se observa en el promotor del gen SNRPD3
(Figura 10). Por otra parte, el método en que se usaron datos de CAGE mostré
gue existen TSSs identificados en diferentes tipos celulares a lo largo del intron
5 del gen RUNX1, tanto en la hebra negativa (en el mismo sentido que el mMRNA
del gen RUNX1), como en la hebra positiva (antisentido respecto al mMRNA del
gen RUNX1). Interesantemente, en el médulo X, que colocaliza con la region
BCR3, 10 tipos celulares poseen TSSs identificados en la hebra positiva (Figura
11). En comparacion, en la regién de 10kb alrededor del TSS del gen SNRPD3,
el modulo Il presenté TSSs identificados en los 35 tipos celulares, concordando

con la regién en que se encuentra el TSS real de dicho gen (Figura 12, panel
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Figura 9. Los promotores putativos identificados en las regiones BCR2 y
BCR3 presentan potenciales TSSs. Las puntas de flecha corresponden a
elementos de promotor basal INR, identificados in silico mediante una lectura de
secuencia realizada con el software en linea YAPP en el intrén 5 del gen
RUNX1 (panel superior); una region de 10kb alrededor del TSS del gen
SNRPD3 (panel central); y una regién de 25kb sin genes del cromosoma 1
(panel inferior).
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Figura 10. La densidad de INR presente en las regiones BCR2 y BCR3 es
comparable a un promotor conocido. Las barras representan la cantidad de
INR identificados mediante el software en linea YAPP por cada 1000pb en cada
una de las regiones indicadas (A-G). Las regiones BCR2 y BCR3 corresponden
a las letras B y C, respectivamente.

46



"'SSS] SeW 0 g B2Ipul 0INISO 9pJan
A ‘oyoipald SS1 T BOIpUl 0Je[d BpIaA {SS1 0 BIIpUl 0dUR|q J0j0d [T 'T B|gel €| US Sepe|eiap sepezijeue sauolfal
€ Se| UoJaIpIAIPgNS anb Ua gYG‘g 9P SOINPOW SO| 8P oun e apuodsaliod euWwN|0d eped A [el0) US GE SO| ap
Iejnad odn un e apuodsallod Bjl epe) IOV 9p SOlep e aseq Us Sopealjlluapl SSS1 ap Sisifeuy G e|qel

RIS

= Em— g

CNSW3HN

OIN IN3HN
FHN

G

+100-Sa1koouol

LN

0954

06

dMH

JNAH

. G

03AeSH

003IH

1d-0dH

404

N-0SWY

INg-OSWY

1v-0SWY

RLEE

0dddH

[ 2o0H
£SEPH

HOH

030vH

4YOvH

JS34TH

818CTND

[ PaZION +7600

+0200

(4

05709Y

675y
-+-+.+-+-+-+-+-+-+-+-+-+-+-+-ﬂ-+-+-+-+-+-+-+-+-+sgxa_:_goﬁf

£X XI IIIA 1IN IA A N 1l I IS EN Il I IS £X Xl 1A 1A I A N Il Il IS
T BWOSOLOJY [3p Sauab uis ugibay ©0ddNS Usb ap SSL [op Jopapaife uoibay TXNNY Uab [8p G uou|

47
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(24.8Kkb)
BCR1 BCR2 BCR3
(0.8kb) (4.2kb) (2.1kb)
E5 [ &— - E6
Médulos —
Il i \Y) vV VI Vil VI IX X
35 -
30
0 25
2
8
=]
T 20 -
Q
8 u2+ 7SS
.g-15. 1TSS
3 =0 TSS
Z10 |
5.
Oﬁ
#) GO O E GO OfE GO E G G E G E ()6
5| Il Il IV v Vi Vil Vil 1X X-3'

Médulos

Figura 11. ElI promotor putativo en la region BCR3 presenta la mayor
cantidad de TSSs antisentido respecto al mMRNA del gen RUNX1. Las barras
corresponden al numero total de tipos celulares que presentaban TSS en la
hebra positiva 0 negativa, identificados mediante HMM usando datos CAGE, en
cada uno de los médulos de 2,5kb (I a X) en que se subdividié el intrén 5 del
gen RUNXL. Se consideraron los 35 tipos celulares que tenian datos de CAGE,
disponibles en el servidor del proyecto ENCODE.
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Figura 12. Los TSSs identificados en base a datos de CAGE coinciden con
el TSS real de un gen de referencia. Las barras corresponden al niumero total
de tipos celulares que presentaban TSSs en la hebra positiva 0 negativa,
identificados mediante HMM usando datos CAGE, en cada uno de los médulos
de 2,5kb en que se subdividié una region de 10kb alrededor del TSS del gen de
referencia SNRPD3 (I a IV) (panel izquierdo); y una regién de 25kb sin genes
del cromosoma 1 (I a X) (panel derecho). Se consideraron los 35 tipos celulares
gue tenian datos de CAGE, disponibles en el servidor del proyecto ENCODE.
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izquierdo); y en la region sin genes del cromosoma 1 (25kb), solo se encontro 1
prediccidon en un solo tipo celular (Figura 12, panel derecho). Por consiguiente,
la presencia de TSSs identificados en el intron 5 del gen RUNX1 sugiere la
existencia de transcritos de RNA originados en los promotores putativos

ubicados en las regiones BCR2 y BCR3.

7.2. El promotor putativo de la region BCR3 da origen a un nuevo RNA
largo no codificante.

Tomando en consideracion la informacion anterior, se decidio identificar
transcritos de RNA completos que se pudieran estar originando en las regiones
BCR2 o BCR3. Para ello se analizaron datos de EST, disponibles en el servidor
del proyecto ENCODE. En total se encontraron 53 EST en el intron 5 del gen
RUNX1, 28 de la hebra negativa (en el mismo sentido que el mMRNA de RUNX1)
y 25 de la hebra positiva (antisentido respecto al mMRNA de RUNX1) (Tabla 6).
Luego, se seleccioné un grupo de EST antisentido, que colocalizaban con la
region BCR2, y se realizé un alineamiento multiple para obtener una secuencia
comun entre ellos (Figura 13). Esta secuencia obtenida del alineamiento de
ESTs se us6 como input en la herramienta en linea BLASTn, encontrando que
presentaba similitud con una secuencia correspondiente a un IncRNA no
caracterizado, transcrito en orientacion antisentido respecto al gen RUNX1, y
gue presenta poli(A). Al alinear esta secuencia con el intron 5 del gen RUNX1,

se determin6 que su promotor se encontraba en la region BCR3

50



Ne Codigo del EST Orientacidn de transcripcion respecto al gen RUNX1
1 BG954421 Sentido
2 BF821024 Sentido
3 DA167014 Antisentido
4 DA842113 Antisentido
5 DB187324 Antisentido
6 DA034664 Antisentido
7 BU744279 Sentido
8 BF749999 Antisentido
9 BF749766 Sentido
10 CV358744 Sentido
11 CV358662 Sentido
12 BF910744 Sentido
13 BF832792 Sentido
14 L25451 Antisentido
15 DB347703 Sentido
16 DB328483 Sentido
17 AWS809470 Antisentido
18 CB250656 Antisentido
19 H54939 Sentido
20 CV425537 Antisentido
21 BE143887 Antisentido
22 BU689215 Antisentido
23 BU684610 Antisentido
24 AW?204843 Antisentido
25 BX111268 Antisentido
26 AW839916 Sentido
27 AWS516704 Sentido
28 AW276996 Sentido
29 Al863417 Antisentido
30 Al798118 Antisentido
31 Al810863 Antisentido
32 AA984901 Antisentido
33 FN122377 Sentido
34 AA300316 Sentido
35 FN092147 Sentido
36 GD148376 Sentido
37 BF329777 Sentido
38 BF329741 Sentido
39 BF329737 Sentido
40 BF329671 Antisentido
41 BF359278 Antisentido
42 BF329668 Antisentido
43 BE829940 Sentido
44 CV402700 Antisentido
45 CV402728 Antisentido
46 BF370623 Sentido
47 BF772705 Sentido
48 BF889377 Antisentido
49 CN265131 Sentido
50 FN156650 Antisentido
51 BQ423640 Sentido
52 BG982167 Sentido
53 BF326313 Sentido

Tabla 6. ESTs localizados en el intron 5 del gen RUNX1. Se identificaron 53
ESTs en total en el intron 5 del gen RUNXL1, y fueron clasificados de acuerdo a
su orientacion de transcripcion respecto del mMRNA del gen RUNXL1.
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Figura 13. ESTs reportados en el intron 5 del gen RUNX1 colocalizan con
los promotores putativos identificados. Los rectangulos negros
corresponden a ESTs identificados en el intron 5 del gen RUNX1, 28 en la
hebra negativa (en el mismo sentido respecto al mMRNA de RUNX1) y 23 en la
hebra positiva (antisentido respecto al mRNA del gen RUNX1). Los 8 ESTs
antisentido indicados con un * fueron seleccionados para realizar un
alineamiento multiple, con el que se obtuvo una secuencia comun entre dichos
ESTs.
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(Figura 14). En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que el promotor

identificado en la region BCR3 es funcional.

7.3. La expresion del nuevo IncRNA es independiente de la expresién del
gen RUNX1.

Con el propodsito de determinar si el promotor identificado en la region
BCR3 es funcional, se decidié evaluar la expresion del IncRNA no caracterizado
identificado previamente (que en adelante llamaremos “nuevo INCRNA”),
realizando RT-PCR con RNA proveniente de cuatro lineas celulares, de las
cuales tres expresan RUNX1 (Figura 15B): dos de origen hematopoyético (KG-1
y K562), y una de cancer de colon (Colo320). La cuarta linea celular utilizada,
HelLa, proveniente de cancer cérvico uterino, no expresa RUNXI.
Interesantemente, de estas lineas celulares, solo en la linea celular de origen
hematopoyético KG-1 se detectd expresion del nuevo IncRNA (Figura 15A).
Como control de expresion, se amplificé un fragmento del mRNA del gen de
referencia SNRPD3 (Figura 15C).

Luego, con la finalidad de validar los datos bioinforméticos previamente
obtenidos, y determinar si en base a estos se podia predecir la expresion del
nuevo INncRNA, se realizé un cruzamiento de los sets de datos de DNase-seq,
ChIP-seq de H3K4me3 y CAGE. Los tres sets de datos tenian 12 tipos celulares
en comun, y de estos, se seleccioné la linea celular HUVEC, ya que en la

region BCR3 presenta tanto HS DNasal, como la marca epigenética H3K4me3
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Intrén 5 del gen RUNX1

(24.8kb)
BCR1 BCR2 BCR3
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Figura 14. El promotor putativo identificado en la region BCR3 del intron 5
del gen RUNX1 es funcional. La secuencia consenso de ESTs fue utilizada
como input en la herramienta en linea BLASTn, y se encontré similitud con una
secuencia de RNA predicha no caracterizada: LOC102724584, variante X1.
Esta secuencia comparte el mismo cédigo con una variante X2, ambas
antisentido respecto al ARNm del gen RUNXL1.
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Figura 15. El nuevo IncRNA se expresa en células mieloides de médula
O0sea. Se realizd RT-PCR para detectar la expresion del nuevo IncRNA (A); del
MRNA del gen RUNX1 (B); y del mRNA del gen de referencia SNRPD3 (C) en
células KG-1, K562, Colo320 y HelLa. 2-log: marcador de tamafio de DNA; C(+):
control positivo; O(dT): ADNc obtenido mediante RT usando oligo(dT) como
partidor; -RT: control de reaccion de RT sin retrotranscriptasa; Neg: control
negativo de la PCR (agua).
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y, en base a los datos de CAGE, TSS en la hebra positiva (Tabla 7), lo que
sugiere que estas ceélulas expresan el nuevo INcCRNA. Los resultados de RT-
PCR obtenidos muestran que, efectivamente, existe expresion del nuevo
IncRNA en células HUVEC (Figura 16, panel superior), en las que, sin embargo,
no se detecto expresion del gen RUNX1 (Figura 16, panel inferior).

A continuacion, con la finalidad de corroborar si el RNA que se habia
pesquisado en los ensayos de PCR anteriores correspondia al nuevo IncRNA,
se realiz6 un mapeo mediante PCR convencional utilizando 15 pares de
partidores a lo largo del intron 5 del gen RUNX1, identificados con una letra de
la A ala O (Figura 17A). Como control positivo se realizd6 PCR usando DNA
gendmico como molde (Figura 17B). Los resultados muestran que en células
KG-1 hay amplificacion en los pares G, H, |, y en menor medida M (Figura 17C),
los que se ubican en regiones que coinciden con el nuevo INcRNA mostrado en
la Figura 14. En células Colo320, K562 y HelLa no se observé amplificacion en
ninguno de los pares de partidores utilizados (Figura 17D).

En conjunto, estos resultados sugieren que la expresién de este nuevo
IncRNA es independiente de la expresion del gen RUNXL, y se origina en un
promotor que se localiza en la regibn BCR3, una de las regiones de quiebre

cromosomal del gen RUNXL1.
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Intron 5 RUNX1 Modulo X
Tipo celular HS DNasal| H3K4me3 | TSS hebra +
SKMC
Hela-S3
H1-hESC
AG04450
BJ
GM12878
K562
Monocytes CD14+
HepG2
MCF-7
A549
HUVEC

Tabla 7. Cruzamiento de sets de datos de HS DNasal, H3K4me3 y CAGE.
Con la finalidad de identificar tipos celulares en que se pudiera estar
expresando el nuevo INncRNA, se realizé un cruzamiento de los sets de datos
de HS DNasal, H3K4me3 y CAGE. En total, se encontraron 12 tipos
celulares comunes entre los sets, y de estos, en 4 se identific6 presencia
(verde) de HS DNasal, H3K4me3 y TSSs en la hebra positiva en el mddulo X
del intron 5 del gen RUNX1: HelLa-S3, HepG2, A549 y HUVEC.
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Figura 16. Los datos bioinforméaticos obtenidos previamente permiten
predecir la expresion del nuevo IncRNA en células HUVEC. Se realizé RT-
PCR para detectar la expresion del IncRNA predicho y del mRNA del gen
RUNX1 en células HUVEC, las que fueron seleccionadas debido a que en la
region BCR3 presentaban HS DNasal, H3K4me3, y un TSS en la hebra positiva
predicho en base a datos de CAGE. C(+): control positivo; O(dT): ADNc
obtenido mediante RT usando oligo(dT) como partidor; -RT: control de reaccién
de RT sin retrotranscriptasa; Neg: control negativo de la PCR (agua).
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Figura 17. Las regiones desde las que se expresa el nuevo InCRNA
coinciden con la secuencia identificada en base a ESTs. Se realiz6 RT-
PCR usando 15 pares de partidores (A-O) a lo largo del intron 5 del gen
RUNX1 (A), para analizar la expresion de la secuencia de RNA predicha en
células KG-1 (C), K652, Colo320 y HelLa (D). gDNA: control positivo (ADN
genomico usado como molde) (B y D); 2-log: marcador de tamafio de DNA;
O(dT): ADNc obtenido mediante RT usando oligo(dT) como partidor; -RT:
control de reaccion de RT sin retrotranscriptasa. Las condiciones de PCR y
namero de ciclos (28) son idénticos para todas las muestras.
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7.4. El tratamiento con etopdsido induce dafio en el DNA en la region
BCR3, en células que expresan el nuevo IncRNA.

Considerando que la expresion del nuevo IncRNA en células KG-1
sugiere que la cromatina en su promotor (la region BCR3) es accesible para
permitir la union de maquinaria de inicio de transcripcidon, esta accesibilidad
podria determinar una mayor probabilidad de generacion de dafio en el DNA.
Para poner a prueba esta hipotesis, se decidid realizar un analisis de
generacion de quiebres en la doble hebra del DNA en la region BCR3 en
células KG-1, post-tratamiento con la droga etopésido (18 y 36mg/L) por 24h,
mediante gPCR. En este analisis se evaluo la amplificacion de un fragmento de
la region BCR3, relativa a la amplificacion de un fragmento del intrén 4 del gen
RUNX1 usado como control, puesto que no presenta hipersensibilidad a
DNasal. El mismo analisis se realiz6 en células Colo320, ya que en estas
células no se detectd el nuevo InNcRNA, pero si expresan el mRNA del gen
RUNX1. Los resultados muestran una disminucion significativa de la
amplificacion relativa del fragmento de la region BCR3 en células KG-1,
tratadas con 36mg/L de etopésido por 24h (Figura 18A, panel derecho), lo cual
no se observa en células Colo320 en las mismas condiciones (Figura 18B,
panel derecho). Estos resultados muestran que el tratamiento con etopdésido
genero quiebres en la doble hebra del DNA en la region BCR3 en células KG-1,
gue expresan el nuevo IncRNA; y no en células Colo320, que no lo expresan.

Esto sugiere que la expresion del mMRNA del gen RUNX1 no tendria incidencia
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Figura 18. El tratamiento con etopdsido induce quiebres de la doble hebra
del DNA en la region BCR3 en células que expresan el nuevo IncRNA.
Células KG-1 (A) y Colo320 (B) fueron tratadas con 18 o 36mg/L de etopésido,
su vehiculo, o bien no tratadas (S/T) por 0 y 24h. Pasado ese tiempo se extrajo
DNA gendmico y se realiz6 qPCR amplificando un fragmento de la region
BCR3, y un fragmento control del intron 4 del gen RUNX1. Los datos de Ct
fueron procesados mediante el método del AACt, y de esta forma se determind
la amplificacion relativa del fragmento de la region BCRS3, respecto a la
amplificacion del fragmento del intrén 4 del gen RUNX1. El simbolo * representa
p<0,05; y ns representa p>0,05 de acuerdo al test Mann-Whitney. (n=4 para
KG-1y Colo320).
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en la generacion de DSBs en la region BCR3 a causa del tratamiento con
etopdsido, y que uno de los factores que podria estar influyendo es la

transcripcion del nuevo IncRNA.

7.5. La inhibicién de la transcripcion previene el dafio en el DNA inducido
por tratamiento con etoposido en la region BCR3.

En vista de los resultados anteriores, existe la posibilidad de que la
transcripcion del nuevo IncRNA pudiera estar determinando una mayor
susceptibilidad a dafio por tratamiento con etoposido en la region BCR3. Para
poner a prueba esta hipotesis, se decidié hacer un ensayo de inhibicion de
transcripcion con flavopiridol previo al tratamiento con etopdsido. Esta droga
impide la fosforilacion de la RNA polimerasa Il durante la etapa de iniciaciéon
(Chao y Price, 2001), por lo tanto no ocurre elongacion, y de esta manera se
bloquea la transcripcion mediada por esta polimerasa. Se trataron células KG-1
con 0,5uM de flavopiridol (KG-1 pre-tratadas) y su vehiculo (agua) por 1h; y
posteriormente se realizo el tratamiento con etopdsido tal como ya se describié
por 0 y 24h. Pasado ese tiempo se extrajo RNA total y DNA gendmico. EI RNA
total fue utilizado para realizar RT-gPCR con la finalidad de determinar el
namero inicial de copias de los genes ACTB y RUNX1; asi como del nuevo
IncRNA. Se seleccion6 el mRNA del gen ACTB como control, ya que se conoce
su vida media al inhibir transcripcion (Leclerc y cols., 2002). Los resultados

muestran que en células KG-1 pre-tratadas, a las 24h hay una disminucién
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significativa del numero inicial de copias de los tres RNAs analizados en todas
las condiciones del tratamiento con etopdsido (Figura 19B), mientras que en las
tratadas previamente con agua no se observa un cambio significativo (Figura
19A). Esto muestra que el tratamiento con etopdsido no altera el namero inicial
de copias de los RNAs analizados, y que efectivamente se inhibio la
transcripcion mediada por RNA polimerasa Il a través del tratamiento con
flavopiridol. Por otra parte, el DNA gendmico extraido fue utilizado para realizar
el andlisis de dafio de quiebre de doble hebra del DNA mediante qPCR, tal
como se describié previamente. En este caso, se observé que en células KG-1
tratadas con agua previo el tratamiento con etopésido, a las 24h hay una
disminucién significativa de la amplificacion relativa del fragmento de la regién
BCR3 en la condicién con 36mg/L de etoposido (Figura 20A, panel derecho). En
contraste, en la misma condicidon en células KG-1 pre-tratadas, no se observa

un cambio significativo en la amplificacion relativa (Figura 20B, panel derecho).

En conjunto, los resultados muestran que la inhibicién de la transcripcion con
flavopiridol previene la generacion de dafio de quiebre de doble hebra de DNA

por tratamiento con etoposido en la region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1.
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Figura 19. El tratamiento con flavopiridol es efectivo en la inhibicion de la
transcripcion. Células KG-1 (A) y KG-1 pre-tratadas (flavopiridol 0,05uM por
1h) (B) fueron tratadas con 18 o 36mg/L de etopoésido, su vehiculo, o bien no
tratadas (S/T) por 0 y 24h. Pasado ese tiempo se extrajo RNA total y se realiz6
RT-gPCR para amplificar un fragmento del mRNA del gen ACTB; del mRNA del
gen RUNX1; y del nuevo IncRNA. Los datos de Ct fueron utilizados para
determinar el nimero inicial de copias de los tres RNAs a 0 y 24h. El simblo *
representa p<0,05; y ns representa p>0,05 de acuerdo al test t, realizando una
comparacion entre Oh vs 24h para cada uno de los RNAs. (n=3 para KG-1 y
KG-1 pre-tratadas).
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Figura 20. La inhibicion de la transcripcion con flavopiridol previene el
dafio en el DNA inducido por tratamiento con etoposido. Células KG-1 (A) y
KG-1 pre-tratadas (flavopiridol 0,05uM por 1h) (B) fueron tratadas con 18 o
36mg/L de etoposido, su vehiculo, o bien no tratadas (S/T) por 0 y 24h. Pasado
ese tiempo se extrajo DNA gendmico y se realiz6 qPCR amplificando un
fragmento de la region BCR3, y un fragmento control del intrén 4 del gen
RUNX1. Los datos de Ct fueron procesados mediante el método del AACt, y de
esta forma se determind la amplificacion relativa del fragmento de la region
BCR3, respecto a la amplificacién del fragmento del intrén 4 del gen RUNXL1. El
simbolo * representa p<0,05; y ns representa p>0,05 de acuerdo al test Mann-
Whitney. (n=3 para KG-1 y KG-1 pre-tratadas).
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8. Discusion

8.1. Caracterizacién del intron 5 del gen RUNX1

En el estudio hecho por Zhang y colaboradores el afio 2002, para el caso
de la t(8;21), se determind en distintas lineas celulares hematopoyéticas que,
de las regiones BCR identificadas en el intrén 5 del gen RUNX1, BCR2 y BCR3
presentaban un sitio de corte para topoisomerasa Il; y BCR3 ademas
presentaba HS DNasal (Zhang y cols., 2002). En el presente estudio, pudimos
confirmar la presencia de HS DNasal en las regiones BCR2 y BCR3 del intron 5
del gen RUNX1 no solo en células de tipo mieloide, sino que en diversos tipos
celulares, tanto hematopoyéticos, como no hematopoyéticos. Ademas, se
encontrd la presencia de distintos elementos que sugieren la existencia de un
promotor funcional en el intron 5 del gen RUNX1. De patrticular relevancia es la
presencia de la marca epigenética H3K4me3 en la region BCR3, comunmente
encontrada alrededor de TSSs de genes activos, ya que participa en el
reclutamiento del factor general de inicio de transcripcion TFIID (Vermeulen y
cols., 2007). El factor general de inicio de transcripcion TFIID, conocido por
interactuar con el elemento de promotor basal TATA box, también interactia
con el elemento de promotor basal INR en promotores que no poseen TATA
box (Kaufmann y Smale, 1994; Yang y cols., 2007). A través de un analisis de

lectura de secuencia, en la regidbn BCR3 del intrén 5 del gen RUNX1 se
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encontré una densidad de elementos INR similar a la region proximal del
promotor del gen de referencia SNRPD3 (Figura 9 y Figura 10). El que un gen
esté activo implica que la conformacién de la cromatina en su promotor es mas
relajada, lo cual ayudaria a explicar la susceptibilidad de la region BCR3 del

intron 5 del gen RUNX1 a sufrir DSBs.

Respecto a la frecuencia de las aberraciones gendémicas, si bien la region
BCR3 del intron 5 del gen RUNX1, que posee un elemento regulatorio, esta
asociada a una translocacion cromosémica considerada frecuente en pacientes
de AML, no todas las regiones genémicas que participan en translocaciones
frecuentes poseen un elemento regulatorio. De acuerdo a los resultados
obtenidos, al comparar la Figura 6 con la Figura 8, en las que se muestra el
analisis de presencia de HS DNasal y H3K4me3 en las regiones BCR del intron
5 del gen RUNX (Figura 6), y la region M-BCR del gen BCR (Figura 8), dos
regiones del genoma involucradas en translocaciones cromosémicas
consideradas frecuentes, s6lo en el intron 5 del gen RUNX1 se exhibe una
presencia marcada de la marca epigenética H3K4me3, la que se asocia a
regiones promotoras. Asi como la presencia de sitios de corte para
topoisomerasa 1l, la presencia de elementos regulatorios no es una
caracteristica comun de todas las regiones BCR; puede ser relevante el que
existan BCRs asociados a un elemento cis regulatorio, y BCRs no asociados a

un elemento cis regulatorio.
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8.2. Nuevo RNA largo no codificante

En este trabajo, el conjunto de datos que apuntaban a la existencia de un
promotor funcional en la region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1 (Figuras 6-
12), permitié la identificacién de un nuevo IncRNA originado en este promotor,
antisentido respecto a la orientacion de transcripcion del gen RUNX1 (Figuras
15-17). De acuerdo a los resultados obtenidos del andlisis de datos de CAGE y
ESTs (Figuras 11-14), se trata de un IncRNA anidado, es decir, que se
encuentra dentro del locus de un gen codificante huésped (Boivin y cols., 2018).
Los ncRNA anidados pueden transcribirse en orientacion sentido o antisentido
respecto de su gen huésped, y sus promotores se encuentran frecuentemente
en un intron (Rearick y cols., 2011). Esto no es un evento extrafio, puesto que
se sabe que al menos el 50% de los genes codificantes poseen al menos un
NncRNA anidado, el que puede ser de cualquiera de los tipos de ncRNA.
Aproximadamente el 50% de los miRNA y snoRNA conocidos estan en el locus
de un gen huésped, su orientacién de transcripcion es en el mismo sentido que
el gen huésped, y normalmente es coordinada (Boivin y cols., 2018). De hecho,
se sabe que algunos snoRNA anidados se originan durante el proceso de
splicing de un gen codificante (Kiss y Filipowicz, 1995). Por su parte,
aproximadamente el 40% de los INcRNA conocidos se encuentran anidados en
el locus de un gen codificante huésped (Derrien y cols., 2012), y de estos un
80% se transcribe en orientacion antisentido respecto a su huésped (Boivin y
cols., 2018). El promotor de estos INcCRNA se encuentra normalmente en un
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intron (Rearick y cols., 2011), sus TSSs presentan marcas epigenéticas
similares a los TSSs de genes codificantes, como la H3K4me3 (Derrien y cols.,
2012); y a diferencia de los miRNA y sncRNA, la expresion de IncRNA anidados
no se correlaciona con la expresion de su gen huésped (Ning y cols., 2017). De
acuerdo a nuestros resultados, el nuevo IncRNA descrito cumple con las
caracteristicas mencionadas de los IncRNA anidados, incluyendo la falta de
correlacion con la expresion del gen RUNX1, pudiendo identificar en diferentes
lineas celulares los cuatro casos posibles de correlacion de expresion (Tabla 8).
Tienen especial relevancia los resultados obtenidos en células HUVEC, en las
gue a partir del cruzamiento de los sets de datos de HS DNasal, H3K4me3 y
CAGE, se predijo, y posteriormente detectd expresion del nuevo IncRNA, pero
no del mMRNA del gen RUNX1 (Figura 16). De esta forma se valida la utilizacion
en conjunto de los datos recopilados (HS DNasal, H3K4me3 y CAGE) para
predecir la expresion del nuevo IncRNA. Dado que los partidores usados en la
detecciéon del gen RUNX1 amplifican un fragmento del mRNA que codifica parte
del dominio RHD de la proteina RUNX1, dominio que comparten todas sus
isoformas, el no detectar el mMRNA de RUNX1 sugiere que el nuevo IncCRNA es
una molécula independiente y no el mRNA de una isoforma de la proteina

RUNX1.
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Tabla 8. La expresion del nuevo IncRNA no se correlaciona con la
expresion del mRNA del gen RUNX1. En el andlisis realizado por RT-PCR
se consideraron las lineas celulares hematopoyéticas mieloides KG-1 y K562;
y las lineas celulares no hematopoyéticas HUVEC, Colo320 y Hela.
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8.3. Actividad transcripcional como causa de susceptibilidad a la

generacion de DSBs.

Para que un gen sea transcrito, es necesaria la interaccion de factores de
inicio de transcripcion con el promotor correspondiente a ese gen, lo cual es
posible solo si la cromatina en la regibn promotora se encuentra en una
conformacion relajada y, por lo tanto, accesible para permitir la interaccién
Proteina-DNA. Para ello, es fundamental que previo a la iniciaciébn de la
transcripcion exista remodelacion de la cromatina en la regién promotora. Este
proceso es mediado por distintos complejos remodeladores de cromatina, como
por ejemplo los de la familia SWI/SNF (Tang y cols., 2010). Su accion tiene
como consecuencia el desplazamiento de nucleosomas en la regiébn promotora
de un gen, lo que expone los sitios de unidn para factores de inicio de

transcripcion (Lorch y Kornberg, 2015).

En el caso del promotor identificado en la region BCR3 del intrén 5 del
gen RUNX1, la hipoétesis planteada es que la actividad transcripcional del
promotor en esa region aumenta la susceptibilidad a sufrir DSBs. Para evaluar
esta posibilidad se trataron células KG-1 (que expresan RUNX1 y el nuevo
INcRNA) y células Colo320 (que expresan RUNX1, pero no el nuevo INncCRNA)
con la droga etopdsido, con la finalidad de evaluar la generacion de DSBs en la
region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1. Los resultados obtenidos mostraron

gue el tratamiento con etopésido induce la generacion de DSBs en la region
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BCR3 solo en la linea celular KG-1, es decir, en células en que el promotor
identificado estad activo. Ya que ambas lineas celulares expresan el gen
RUNX1, nuestros resultados sugieren, ademas, que la transcripcion del gen
RUNX1 no es condicion suficiente para la generacion de DSBs en la region

BCR3 del intrén 5 del gen RUNX1 a causa del tratamiento con etopoésido.

Teniendo en consideracién que el mecanismo principal de generacion de
DSBs como consecuencia del tratamiento con etopésido es la inhibicion de
topoisomerasa I, los resultados obtenidos se podrian explicar por la accién de
topoisomerasa Il en la region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1, a causa del
superenrollamiento del DNA en el promotor del nuevo IncRNA, debido a la
apertura de la doble hebra del DNA durante el proceso de transcripcion, lo que
aumenta la tension torsional del DNA en esa region. EI DNA superenrollado en
la regibn BCR3 es reconocido por topoisomerasa Il, y, por consiguiente, el
tratamiento con etopdsido induce la generacién de DSBs. Esta interpretacion es
apoyada por estudios en los que se muestra que existe superenrollamiento de
DNA alrededor de TSSs, que el grado de superenrollamiento es directamente
proporcional a la tasa de transcripcion de un gen, y gque topoisomerasa Il es
reclutada rio arriba de los TSSs de genes transcripcionalmente activos (Kouzine

y cols., 2013; Naughton y cols., 2013).

Adicionalmente, en estudios recientes se plantea que la fragilidad del

DNA en algunas regiones del genoma, en particular TSSs, puede estar

72



asociada a que topoisomerasa Il reconoce distintos tipos de estructura
secundaria del DNA en esas regiones (Szlachta y cols., 2020). Un ejemplo de
ello es el gen MLL, en cuyo locus se ha determinado que la actividad
transcripcional induce la formacion de loop anchors, un tipo de estructura
secundaria del DNA que es reconocida por topoisomerasa I, lo que favoreceria

la generacion de DSBs en ese gen (Gothe y cols., 2019).

Una vez determinado que el promotor era activo en la linea celular
mieloide KG-1, ya que expresa el nuevo IncCRNA descrito previamente, y
teniendo en consideracion los resultados previos que sugieren que la
transcripcion del nuevo IncRNA influye en la generacion de DSBs en la region
BCR3 del intron 5 del gen RUNX1 inducidos por tratamiento con etopdsido, se
decidio6 realizar un pre-tratamiento de células KG-1 con la droga flavopiridol, con
la finalidad de inhibir la transcripcion mediada por RNA polimerasa Il. El
flavopiridol inhibe la fosforilacibn del dominio carboxi-terminal de RNA
polimerasa Il mediada por P-TEFb durante la iniciacion (Chao y Price, 2001),
proceso clave que le permite a la enzima pasar a la etapa de elongacion (Price,
2000). Al inhibir la transcripcion mediada por RNA polimerasa Il en células KG-1
pre-tratadas con flavopiridol y posteriormente tratarlas con etoposido, se
determind que no se producia dafio en el DNA en la region BCR3 del intron 5
del gen RUNX1 a causa del tratamiento con etopésido; a diferencia de las
células KG-1 a las que se las habia pre-tratado con agua, el vehiculo de

flavopiridol, en las que si se observé dafio en la region BCR3 (Figuras 18-20).
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Dado el mecanismo de accién del flavopiridol, es posible que al quedar detenida
la RNA polimerasa Il en etapa de iniciacion en el promotor identificado en la
region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1, impida fisicamente el acceso de
topoisomerasa Il al DNA en la region BCR3, o bien que por el hecho de inhibir
la transcripcion disminuya el superenrollamiento del DNA en esa region, VY,
como consecuencia, el tratamiento con etopdsido no indujo la generacién de
DSBs. Por otro lado, es necesario considerar que las células KG-1, al ser de
tipo mieloide, expresan la enzima mieloperoxidasa. Es conocido que la actividad
de mieloperoxidasa en células mieloides induce la generacion de radicales
libres de etopdsido, los que por una parte pueden producir DSBs directamente
(Vlasova y cols., 2011), y por otra, aumentar la generacién de DSBs asociados
a la inhibicion de topoisomerasa Il, con un efecto mas significativo sobre TOP2B
(Atwal y cols., 2017), la forma de topoisomerasa Il que participa en el proceso

de transcripcion (Madabhushi, 2018).

Si bien al inhibir la transcripcion se estaria previniendo el efecto de
aumento de generacién de DSBs mediados por topoisomerasa Il que tienen los
radicales libres de etopdsido, es importante sefialar que debido al mecanismo
de inhibicion de transcripcion que tiene flavopiridol, que detiene la RNA
polimerasa en la etapa de iniciacion, no es posible determinar si los radicales
libres de etoposido producen DSBs de forma directa en la region BCR3, ya que

existe la posibilidad de que el impedimento fisico producido por la detencion de
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la RNA polimerasa prevenga el acceso de radicales libres de etopdsido,

generados por mieloperoxidasa, a la region BCR3.

En un contexto clinico, el dafio inducido en la region BCR3 del intron 5
del gen RUNX1 a causa del tratamiento con etopdsido, observado en células
de tipo mieloide de médula dsea, podria representar uno de los primeros
eventos que conduciria a la generacion de la t(8;21) mucho antes del desarrollo
de t-AML, dado que, al tener la regibn BCR3 elementos que la hacen mas
susceptibles a sufrir DSBs, aumenta la probabilidad de que esta regién participe
en la formacion de aberraciones cromosomales, y mas aldn si se toma en
consideracion que los regimenes de tratamiento con etopdsido contemplan la

administracion de mdaltiples dosis.

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, se propone el
siguiente modelo: En la linea celular mieloide KG-1, el promotor identificado en
la region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1 se encuentra activo, evidenciado
por la expresion del nuevo IncRNA. Al estar activo, la apertura de la doble hebra
en el TSS produce superenrollamiento del DNA rio arriba del TSS del nuevo
IncRNA, el DNA superenrollado es reconocido por topoisomerasa I, y
finalmente esto causa la generacion de DSBs inducidos por el tratamiento con
etopdsido (Figura 21A). En contraste, en la linea celular de cancer de colon
Colo320, en donde el promotor no se encuentra activo, ya que no hay expresion

del nuevo IncRNA, no hay superenrollamiento del DNA y por consiguiente el

75



— - Gen RUNX1
,—'i ir ES E8
..... o gl i {

E2E3E4 .-~ I ETE8
e '
- '

Células KG-1y Colo320

-~ "Intrén 5 del gen RUNX1
(24.8kb)

BCR1 BCR2 BCR3
(0.8kb) (4.2kb) (2.1kb) ‘

E6

E5 [

A KG1
o
1 .
777777777777777 Topoisomerasalll interacciona ___ |~ Tratamiento con etopésido
con DNA superenrollado genera DSBs
B Colo320
Nuevo IncRNA H e
-- No hay superenrollamiento de DNA
3_ _____________ , Topoisomerasallno __ Tratamiento con etopdsido
interacciona con DNA no genera DSBs
KG-1
C + RNA Pol Il
Flavopiridol

Nuevo IncRNA

Transcripcion inhibida

F———Flavopiridol

Complejo de RNA Pol I
H > impide union de
H ' topoisomerasa Il
RNA Pol Il detenida en iniciacin -~

Tratamiento con etopdsido
no genera DSBs

Figura 21. La actividad transcripcional del promotor identificado en la
region BCR3 del intron 5 del gen RUNXL1 influye en la susceptibilidad de
esaregiéon a dafio por tratamiento con etopdsido en lineas celulares. Tanto
en células KG-1, como Colo320, se expresa el gen RUNX1. A: En condiciones
normales, en células KG-1 se transcribe el nuevo IncRNA, lo que implica que la
apertura de la doble hebra de DNA aumenta la tension torsional en la region rio
arriba de los INR, induciendo superenrollamiento de DNA. EI DNA
superenrollado es reconocido por topoisomerasa Il y por consiguiente el
tratamiento con etopdsido genera DSBs. B: En células Colo320, por el
contrario, no se transcribe el nuevo IncRNA, por lo que no se produce
superenrollamiento del DNA en la region BCR3. Al no haber superenrollamiento
topoisomerasa |l no actia en esa regién, y el tratamiento con etopdsido no
genera DSBs. C: Al realizar el pre-tratamiento con flavopiridol en células KG-1,
se inhibe la fosforilacién de RNA Pol Il por P-TEFb, lo que hace que RNA Pol Il
guede detenida en el proceso de iniciacion. Como consecuencia este complejo
produce impedimento fisico que impide que topoisomerasa |l acceda al DNA,
por lo que no se generan DSBs en esa region por el tratamiento con etopésido.
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tratamiento con etoposido no induce la generacion de DSBs en esa region
(Figura 21B). Por ultimo, al inhibir la transcripcion mediada por RNA polimerasa
Il en células KG-1 utilizando la droga flavopiridol, la RNA polimerasa Il queda
detenida en la etapa de iniciacion de transcripcion en el TSS del promotor
identificado en la region BCR3 del intrén 5 del gen RUNX1; lo que produce ya
sea un impedimento fisico para la interaccion de la topoisomerasa Il en esa
region, o bien que no se acumule superenrollamiento por no haber
transcripcion, y, por consiguiente, el tratamiento con etopdsido no genera DSBs
(Figura 21C). En conclusion, la actividad transcripcional en el promotor
identificado en la region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1 influye en la

susceptibilidad de esa region a sufrir DSBSs.

8.4. Proyecciones

En el presente estudio se analizé uno de los factores que influyen en la
susceptibilidad de una region de quiebre cromosomal intragénica, localizada en
el intrén 5 del gen RUNX1, a sufrir DSBs: la actividad transcripcional. En dicha
region se identific6 un promotor desconocido y también la expresion de un
nuevo INcRNA anidado. A partir de este estudio se desprenden las siguientes

proyecciones:

En primer lugar, de forma global, considerando la gran cantidad de

aberraciones cromosomales conocidas a la fecha, asociadas tanto a leucemia,
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como a otros tipos de cancer, la metodologia aplicada puede ser utilizada para
caracterizar otras regiones de quiebre cromosomal con el fin de evaluar la
presencia de potenciales elementos regulatorios, que estén incidiendo en la

susceptibilidad de esas regiones a sufrir DSBs.

En relacion a los resultados obtenidos, si bien el ensayo de inhibicion de
transcripcion con flavopiridol sugiere que hay unién de RNA polimerasa Il en la
region BCR3 del intrén 5 del gen RUNX1, en células KG-1, esto podria
confirmarse mediante ensayos de ChIP-gPCR o ChIP-seq para RNA polimerasa

Siguiendo en la misma linea, a partir del ensayo de generacion de DSBs
por tratamiento con etopdsido, sabemos que se induce dafio en el DNA en la
region BCR3 del intron 5 del gen RUNX1 en células KG-1. No obstante, el
siguiente paso es determinar si este dafio contribuye a la formacion de la
translocacion (8;21), evaluando la presencia de la t(8;21) en las células al

finalizar cada tratamiento de 24h, mediante gPCR, por ejemplo.

En cuanto al dafio en el DNA inducido por tratamiento con etopdésido, se
sabe que los DSBs inducidos en células KG-1, al ser células mieloides, se
pueden producir a través de dos mecanismos: inhibicién de topoisomerasa Il y
radicales libres de etopdsido generados por la accién de mieloperoxidasa. Sin
embargo, desconocemos la contribucién neta que tiene cada mecanismo, en

particular el mecanismo de generacion de DSBs por radicales libres de
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etopdsido, en el dafio observado en células KG-1. En ese sentido, se puede
evaluar la contribucion del mecanismo de generacion de DSBs por radicales
libres de etoposido, inhibiendo, por ejemplo, la formacion de radicales libres,
mediante la adicion de antioxidantes durante el tratamiento con etopdésido en

células KG-1.

Asociado al punto anterior, con la finalidad de evaluar la contribucion que
tienen los radicales libres en el dafio al DNA en la region BCR3 del intron 5 del
gen RUNX1, se pueden realizar ensayos utlizando agentes genotoxicos cuyo
efecto principal de generacién de dafio en el DNA sea mediante el aumento de

estrés oxidativo, como por ejemplo peréxido de hidrogeno.

Respecto al ensayo de inhibicion de transcripcidén, considerando el
mecanismo que tiene flavopiridol, que detiene a RNA polimerasa Il en la etapa
de inciacién, queda como interrogante determinar si es el mecanismo especifico
gue tiene flavopiridol lo que previene el dafio en la region BCR3 del intron 5 del
gen RUNX1 al ocasionar un impedimento fisico para la accion de
topoisomerasa Il o de los radicales libres de etopdsido. Para evaluar esto se
pueden utilizar inhibidores de transcripcion que tengan mecanismos diferentes

al que tiene flavopiridol, previo al tratamiento con etopdsido.

En cuanto al nuevo IncRNA, es necesario completar la caracterizacion de
esta molécula. En primer lugar, para conocer su secuencia exacta, los pasos a

seguir son realizar RACE-PCR para determinar la extensién del RNA, conocer
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su tamafio mediante northern blot, y obtener su secuencia completa a través de

secuenciacion.

En cuanto a la funcion del nuevo IncRNA, dado que se sabe que los
INcRNA pueden participar en la regulacion de expresion de distintos genes,
inicialmente se pueden realizar ensayos de pérdida de funcién con la finalidad
de determinar a qué procesos celulares esta asociado, haciendo knockdown del
nuevo IncRNA mediante siRNA. Posteriormente, se puede evaluar si el nuevo
IncRNA participa en la regulacion de expresion del gen RUNX1, considerando
gue ambos se encuentran en el mismo locus y de acuerdo a la literatura es un
fenomeno relativamente comun que los INncRNA anidados participen en la
regulacion de su gen huésped. Ademas, teniendo en cuenta que los INcCRNA
pueden interaccionar con distintas moléculas (DNA, RNA, proteinas), es posible
que el nuevo IncRNA influya en la formacién de la translocacion (8;21) u otras,
ayudando en el acercamiento de cromosomas en el nucleo. Para evaluar esto
se pueden realizar ensayos de ChIP, hibridaciébn in situ y captura de
conformacién de cromosomas (3C) para determinar si existe interaccion del

nuevo IncRNA con distintos cromosomas.

Finalmente, respecto a las regiones BCR, dado que los resultados
obtenidos sugieren que el superenrollamiento de DNA es un factor relevante en
la generacion de DSBs, se puede en primera instancia corroborar la presencia

de superenrollamiento de DNA en la region BCR3 del intrén 5 del gen RUNX1, y
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posteriormente establecer una comparacion con otras regiones BCR conocidas,
gue pueden estar 0 no asociadas a un elemento regulatorio de la transcripcion,
partiendo por las regiones BCR del gen ETO que participan en la formaciéon de
la t(8;21). Asi mismo, considerando que para el gen MLL se ha descrito que la
estructura secundaria de DNA en su region BCR favorece la generacion de
DSBs (Gothe y cols., 2019), se puede evaluar la presencia de distintos tipos de
estructura secundaria de DNA, tanto en las regiones BCR del intrén 5 del gen
RUNX1, como en las regiones BCR de otros genes involucrados en diferentes
aberraciones cromosomales, con la finalidad de evaluar si existen un patrones

comunes de estructura secundaria de DNA en regiones BCR.
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