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of t h e  o p e n a n d cl o s e d  g e n o m e c o m p art m e nt s i s  pr of o u n dl y c o m pr o mi s e d i n t u m or s.  T hi s r e or g a ni z ati o n i s
a c c o m p a ni e d  b y c o m p art m e nt- s p e ci fi c h y p o m et h yl ati o n a n d c hr o m ati n c h a n g e s.  A d diti o n all y,  w e i d e ntif y a
c o m p art m e nt at t h e i nt erf a c e  b et w e e n t h e c a n o ni c al  A a n d  B c o m p art m e nt s t h at i s r e or g a ni z e d i n t u m or s.
R e m ar k a bl y, si mil ar s hift s  w er e e vi d e nt i n n o n - m ali g n a nt c ell s t h at h a v e a c c u m ul at e d e x c e s s  di vi si o n s.
O ur a n al y s e s s u g g e st t h at t h e s e t o p ol o gi c al c h a n g e s r e pr e s s st e m n e s s a n d i n v a si o n  pr o gr a m s  w hil e
i n d u ci n g a nti-t u m or i m m u nit y  g e n e s a n d  m a y t h er ef or e r e str ai n  m ali g n a nt  pr o gr e s si o n.  O ur fi n di n g s c all
i nt o  q u e sti o n t h e c o n v e nti o n al vi e w t h at t u m or - a s s o ci at e d e pi g e n o mi c alt er ati o n s ar e  pri m aril y  o n c o g e ni c.
I N T R O D U C TI O N

F or o v er a c e nt ur y,  p at h ol o gi st s h a v e o b s er v e d c h a n g e s i n t h e

s h a p e, si z e, a n d c hr o m ati n t e xt ur e of c a n c er c ell n u cl ei ( Zi n k

et al., 2 0 0 4 ).  N u cl e ar f e at ur e s h el p  d et er mi n e c a n c er s u bt y p e

a n d gr a d e,  wit h si g ni fi c a nt eff e ct s o n  pr o g n o si s a n d t h er a p y.

H o w e v er,  d e s pit e t h eir  di a g n o sti c a n d cli ni c al i m p ort a n c e, t h e

m ol e c ul ar u n d er pi n ni n g s of t h e s e c a n c er- a s s o ci at e d  m or p h o-

l o gi c al c h a n g e s r e m ai n  p o orl y u n d er st o o d.

M ol e c ul ar a n d g e n eti c st u di e s h a v e  d o c u m e nt e d  wi d e-

s pr e a d e pi g e n eti c  d ef e ct s i n h u m a n t u m or s, i n cl u di n g c hr o-

m ati n r e g ul at or  m ut ati o n s,  D N A  m et h yl ati o n c h a n g e s, a n d

alt er e d e n h a n c er l a n d s c a p e s ( B a yli n a n d J o n e s, 2 0 1 6 ).  C ert ai n

c a n c er s al s o h ar b or  m ut ati o n s of  pr ot ei n s t h at r e g ul at e hi g h er-

or d er c hr o m o s o m al str u ct ur e (‘‘ g e n o m e t o p ol o g y’’), i n cl u di n g

C T C F a n d c o h e si n s u b u nit s ( C or c e s a n d  C or c e s, 2 0 1 6 ). F o c al

t o p ol o gi c al alt er ati o n s  dri v e o n c o g e ni c tr a n s cri pti o n al  pr o-

gr a m s i n s p e ci fi c c o nt e xt s ( Fl a v a h a n et al., 2 0 1 6 , 2 0 1 9 ; H ni s z

et al., 2 0 1 6 ; Kl o et g e n et al., 2 0 2 0 ).  D e s pit e t hi s, g e n o m e t o p ol-
1 4 7 4 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 ª 2 0 2 0  El s e vi er I n c.
o g y a n d n u cl e ar or g a ni z ati o n i n h u m a n t u m or s ar e l ar g el y

u n c h art e d.

T e c h n ol o gi c al i n n o v ati o n s, i n cl u di n g  Hi- C ( R a o et al., 2 0 1 4 ),

h a v e r e v e al e d hi er ar c hi c al l a y er s of s p ati al or g a ni z ati o n ( Bi c k-

m or e a n d v a n  St e e n s el, 2 0 1 3 ; D e k k er a n d  Mi st eli, 2 0 1 5 ; R o wl e y

a n d  C or c e s, 2 0 1 8 ).  C hr o m ati n l o o p s o c c ur  w h e n  di st a nt l o ci o n

t h e li n e ar c hr o m o s o m e ar e i n fr e q u e nt c o nt a ct a n d t y pi c all y

i n v ol v e i nt er a cti o n s  b et w e e n  C T C F- b o u n d sit e s ( C T C F l o o p s)

a n d/ or  b et w e e n e n h a n c er s a n d  pr o m ot er s ( E- P l o o p s). T o p ol o g-

i c all y a s s o ci ati n g  d o m ai n s ( T A D s) ar e s u b- m e g a b a s e r e gi o n s

p artiti o n e d  b y  b o u n d ar y el e m e nt s oft e n  b o u n d  b y  C T C F a n d c o-

h e si n. Fi n all y, t h e g e n o m e i s gr o s sl y  p artiti o n e d i nt o t w o l ar g e-

s c al e c o m p art m e nt s: a n o p e n, tr a n s cri pti o n all y a cti v e  A

c o m p art m e nt a n d a c o m p a ct, r el ati v el y sil e nt  B c o m p art m e nt.

C ol or e ct al a d e n o c ar ci n o m a, t h e f o urt h  m o st c o m m o n e pit h e-

li al t u m or, i s a  w ell- c h ar a ct eri z e d  m o d el f or c a n c er e pi g e n eti c s.

T h e s e t u m or s e x hi bit  pr of o u n dl y alt er e d  D N A  m et h yl ati o n l a n d-

s c a p e s, i n cl u di n g l o s s of  m et h yl ati o n fr o m l ar g e g e n o mi c

‘‘ bl o c k s’’ t h at c o v er o v er h alf of t h e g e n o m e (B er m a n et al.,
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2 0 1 1 ; H a n s e n et al., 2 0 1 1 ). T h e f u n cti o n al i m pli c ati o n s of h y p o-

m et h yl ati o n r e m ai n o b s c ur e,  b ut it  m a y i m p a ct g e n o m e st a bilit y

a n d/ or tr a n s cri pti o n al a cti vit y ( B a yli n a n d J o n e s, 2 0 1 6 ).

C o n v er s el y,  C p G i sl a n d h y p er m et h yl ati o n o c c ur s i n a s u b s et of

c ol o n t u m or s, t er m e d t h e  C p G i sl a n d  m et h yl at or  p h e n ot y p e

( CI M P), a n d i s a s s o ci at e d  wit h  pr o m ot er sil e n ci n g (Hi n o u e

et al., 2 0 1 2 ; T o y ot a et al., 1 9 9 9 ).  H o w e v er, o ur u n d er st a n di n g

of t h e s e e pi g e n o mi c c h a n g e s a n d t h eir r el ati o n s hi p t o g e n o m e

t o p ol o g y h a s  b e e n hi n d er e d  b y a l a c k of  d at a f or  pri m ar y t u m or s.

H er e  w e  m a p p e d g e n o m e t o p ol o g y a cr o s s a c o h ort of c ol o n

t u m or s, n or m al c ol o n s, a n d c ol o n c a n c er c ell li n e s a n d

c o m p ar e d s u c c e s si v e l a y er s of t o p ol o g y.  W e f o c u s o n l ar g e-

s c al e r e or g a ni z ati o n of t h e c o n v e nti o n al g e n o m e c o m p art m e nt s

A a n d  B a n d c h ar a ct eri z e a n i nt er m e di at e c o m p art m e nt at t h eir

i nt erf a c e.  R e m ar k a bl y, c o m p art m e nt al r e or g a ni z ati o n i s a s s o ci-

at e d  wit h r e pr e s si o n of st e m c ell, i n v a si o n, a n d  m et a st a si s g e n e s

a n d i n d u cti o n of g e n e s a s s o ci at e d  wit h a nti-t u m or i m m u nit y.  O ur

r e s ult s s u g g e st t h at t h e  m o st  pr of o u n d t o p ol o gi c al alt er ati o n s i n

t u m or s ar e a ct u all y a c o n s e q u e n c e of a c c u m ul at e d c ell  di vi si o n s

a n d t h at t h e y  m a y h a v e a t u m or- s u p pr e s si v e r ol e.

R E S U L T S

M a p s  of  D N A  M et h yl ati o n,  C h r o m ati n  St at e,  a n d

T o p ol o g y i n  H u m a n  T u m o r s

T o u n d er st a n d h o w n u cl e ar ar c hit e ct ur e i s alt er e d i n c a n c er,  w e

pr o fil e d g e n o m e t o p ol o g y al o n g  wit h  D N A  m et h yl ati o n, c hr o-

m ati n  m o di fi c ati o n s, a n d  C T C F i n  pri m ar y c ol o n t u m or s, n or m al

c ol o n s, a n d c ol o n c a n c er c ell li n e s ( Fi g ur e 1 A).  O ur cli ni c al c o h ort

i n cl u d e d 2 6 t u m or s a n d 7 n or m al c ol o n ti s s u e s a m pl e s (T a bl e

S 1 ).  O ur i n vitr o m o d el s i n cl u d e d c ol o n c a n c er c ell li n e s

( H C T 1 1 6,  S W 4 8 0,  R K O, a n d L S- 1 7 4 T), a li n e  d eri v e d fr o m

n or m al c ol o n ( F H C), a n d  pri m ar y fi br o bl a st s ( WI- 3 8).  O ur f ull  d a-

t a s et c o m pri s e s 1 7 5 li br ari e s a n d 2 8  billi o n s e q u e n ci n g r e a d s f or

Hi- C,  Hi C hI P,  bi s ul fit e s e q u e n ci n g, c hr o m ati n i m m u n o pr e ci pit a-

ti o n s e q u e n ci n g ( C hI P- s e q) a n d  R N A s e q u e n ci n g ( R N A- s e q).

W e  p erf or m e d h y bri d- c a pt ur e  bi s ul fit e s e q u e n ci n g o n 2 6

t u m or s, 3 n or m al c ol o n s, a n d 5 c ell li n e s.  Alt h o u g h o nl y t w o t u-

m or s h a d  C p G i sl a n d h y p er m et h yl ati o n ( CI M P) ( Fi g ur e  S 1 A), all

t u m or s e x hi bit e d  d e gr e e s of h y p o m et h yl ati o n a cr o s s e x p a n si v e

g e n o mi c r e gi o n s, t er m e d ‘‘ h y p o m et h yl at e d  bl o c k s’’ ( Fi g ur e  S 1 B;

B er m a n et al., 2 0 1 1 ; H a n s e n et al., 2 0 1 1 ).  W e al s o i nf err e d c o p y

n u m b er v ari a nt s ( C N V s) f or e a c h t u m or ( T a bl e  S 2 ) a n d c o ntr oll e d

f or  C N V-r el at e d v ari a bilit y i n f urt h er a n al y s e s  b y i n c or p or ati n g

t er m s f or c o p y n u m b er e sti m at e s i nt o o ur li n e ar  m o d el s a n d v eri-

f yi n g r e s ult s i n  C N V- st a bl e r e gi o n s a n d t u m or s (S T A R  M et h o d s ).

W e i nt e gr at e d hi g h-r e s ol uti o n t o p ol o gi c al  m a p s a n d e pi g e-

n o mi c s  d at a t o i n v e sti g at e s u c c e s si v e l a y er s of g e n o m e or g a ni-

z ati o n, fr o m c hr o m ati n l o o p s t o T A D s t o l ar g e- s c al e g e n o m e

c o m p art m e nt s, i n ti s s u e s, t u m or s, a n d c ell li n e s.

E - P  L o o p s  A r e  A s s o ci at e d  wit h  O n c o g e ni c

T r a n s c ri pti o n al  P r o g r a m s

W e  b e g a n  b y i d e ntif yi n g l o o p s t h at c o ul d i n fl u e n c e tr a n s cri p-

ti o n al st at e s i n t u m or s.  Hi C hI P a s s a y s t ar g eti n g t h e c o h e si n s u b-

u nit  S M C 1 ( M u m b a c h et al., 2 0 1 6 ) r e v e al  C T C F- C T C F l o o p s,

w hi c h c o ntri b ut e t o T A D  b o u n d ari e s, a s  w ell a s  E- P l o o p s,  w hi c h

ar e h y p ot h e si z e d t o  m e di at e e n h a n c er g e n e a cti v ati o n ( St a d-
h o u d er s et al., 2 0 1 9 ).  W e i d e nti fi e d 2 5, 1 2 5 l o o p s i n n or m al c ol o n

or t u m or s a n d a n n ot at e d t h e s u b s et t h at c o n n e ct s a n hi st o n e  H 3

l y si n e 2 7 a c et yl ati o n ( H 3 K 2 7 a c)  p e a k ( e n h a n c er-li k e) t o a n a n n o-

t at e d  pr o m ot er a s  E- P l o o p s ( n  = 1 4, 1 2 1).  Diff er e nti al a n al y si s r e-

v e al e d 5 7 1  E- P l o o p s t h at ar e str o n g er i n t u m or s a n d 2 4 8 t h at ar e

w e a k er i n t u m or s ( Fi g ur e 1 B). T o r el at e t h e s e  diff er e nti al l o o p s t o

tr a n s cri pti o n,  w e e v al u at e d t h e e x pr e s si o n of t h e c orr e s p o n di n g

g e n e s i n o ur c o h ort a n d a cr o s s 5 2 1 s a m pl e s fr o m T h e  C a n c er

G e n o m e  Atl a s ( T C G A) ( C a n c er  G e n o m e  Atl a s  N et w or k, 2 0 1 2 ).

G e n e s c o n n e ct e d t o  E- P l o o p s t h at  w er e str o n g er i n t u m or s

w er e u pr e g ul at e d i n t u m or s,  w h er e a s g e n e s c o n n e ct e d t o  E- P

l o o p s t h at  w er e  w e a k er i n t u m or s  w er e  d o w nr e g ul at e d (Fi g ur e s

1 C a n d S 2 A; T a bl e  S 3 ). T hi s a s s o ci ati o n  w a s e vi d e nt e v e n

w h e n e x cl u di n g l o ci s u bj e ct t o  C N V s ( Fi g ur e  S 2 B).

S e v er al t o p ol o gi c al alt er ati o n s i n v ol v e d k n o w n o n c o g e n e s or

t u m or s u p pr e s s or s. F or e x a m pl e, alt h o u g h t h e l o c u s e n c o di n g

t h e r e c e pt or t yr o si n e ki n a s e o n c o g e n e E P H A 2 (D u n n e et al.,

2 0 1 6 ) c o nt ai n s  m ulti pl e e n h a n c er s i n n or m al c ol o n a n d t u m or s,

t h e g e n e i s c o n n e ct e d t o a str o n g e n h a n c er  b y a t u m or- a s s o ci-

at e d  E- P l o o p ( Fi g ur e s 1 D a n d S 2 C).  A c c or di n gl y, E P H A 2 i s u p-

r e g ul at e d i n c ol o n t u m or s (Fi g ur e s  S 2 D a n d  S 2 E).  C o n v er s el y,

t h e P D C D 4 t u m or s u p pr e s s or (W a n g et al., 2 0 1 7 ) l o s e s a n  E- P

l o o p t o a  di st al e n h a n c er a n d i s  d o w nr e g ul at e d i n t u m or s (Fi g-

ur e s 1 E a n d S 2 F – S 2 H). T h e a n n ot at e d  E- P l o o p s c a n al s o f a cil-

it at e i nt er pr et ati o n of si n gl e- n u cl e oti d e  p ol y m or p hi s m s ( S N P s)

a s s o ci at e d  wit h c ol o n c a n c er ri s k ( Fi g ur e s  S 2 I – S 2 K; T a bl e  S 4 ;

S T A R  M et h o d s ).
T o p ol o gi c al  B o u n d a ri e s  A r e  L a r g el y  R et ai n e d i n  T u m o r s

A n e xt l a y er of t o p ol o gi c al or g a ni z ati o n i n v ol v e s T A D s a n d t h eir

b o u n d ari e s. T A D s ar e e vi d e nt i n  Hi- C  m a p s a s s u b - m e g a b a s e -

s c al e r e gi o n s  wit h i n cr e a s e d i ntr a - d o m ai n i nt er a cti o n s ( Fi g-

ur e 1 F; Di x o n et al., 2 0 1 5 ).  C T C F o c c u pi e s a n d c o ntri b ut e s

t o t h e st a bilit y of  m a n y T A D  b o u n d ari e s (R a o et al., 2 0 1 4 ;

N or a et al., 2 0 1 7 ).  W e u s e d  Hi - C  d at a t o a s s e s s t h e l o c ati o n s

a n d i nt e grit y of T A D  b o u n d ari e s g e n o m e  wi d e ( S T A R

M et h o d s ).  B o u n d ar y l o c ati o n a n d str e n gt h  w er e l ar g el y

c o n c or d a nt  b et w e e n t u m or s, n or m al c o ntr ol s, a n d c ell li n e s

(Fi g ur e s 1 G a n d S 3 A – S 3 D), c o n si st e nt  wit h  pr e vi o u s st u di e s

of c ell li n e s a n d n o n- m ali g n a nt ti s s u e s ( Di x o n et al., 2 0 1 2 ;

Kr efti n g et al., 2 0 1 8 ; N or a et al., 2 0 1 2 ; S c h mitt et al., 2 0 1 6 ). T u-

m or s, o n a v er a g e, s h ar e d 9 2 % of T A D  b o u n d ari e s  wit h n or m al

c ol o n a n d 8 9 %  wit h t h e c ell li n e s.  Vi s u al i n s p e cti o n r e v e al e d

t h at  di s c or d a nt  b o u n d ar y c all s  w er e  m o st oft e n c a u s e d  b y

s u btl e  diff er e n c e s i n str e n gt h r at h er t h a n c o m pl et e  b o u n d -

ar y l o s s.

Pri or st u di e s h a v e s h o w n t h at  C T C F  b o u n d ari e s  m a y  b e  di s-

r u pt e d  b y g e n eti c  d el eti o n or h y p er m et h yl ati o n (Fl a v a h a n et al.,

2 0 1 6 , 2 0 1 9 ; H ni s z et al., 2 0 1 6 ; M o dr e k et al., 2 0 1 7 ).  C o n si st e ntl y,

w e i d e nti fi e d  m or e t h a n 1 0 0 T A D  b o u n d ari e s t h at g ai n  D N A

m et h yl ati o n a n d l o s e  C T C F  bi n di n g i n o ur h y p er m et h yl at e d t u-

m or s ( Fi g ur e s  S 3 E a n d  S 3 F). T h e i nt e grit y of t h e s e  b o u n d ari e s

w a s c o m pr o mi s e d, a s e vi d e n c e d  b y  w e a k er ‘‘ p e a k s’’ o n t h e

Hi- C c o nt a ct  m a p s ( Fi g ur e  S 3 G) a n d  m or e fr e q u e nt cr o s s-

b o u n d ar y  E- P i nt er a cti o n s i n  Hi C hI P  d at a ( Fi g ur e  S 3 H).  H o w e v er,

t h e tr a n s cri pti o n al c o n s e q u e n c e s of t h e s e  b o u n d ar y l o s s e s a p-

p e ar e d t o  b e r el ati v el y li mit e d ( Fi g ur e  S 3 I).
C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 1 4 7 5



A

B

F G

C D  E

Fi g ur e 1. I nt e gr at e d  T o p ol o gi c al  M a p s  R e v e al  T u m or - S p e ci fi c  C hr o m ati n  L o o p s a n d  St a bl e  T A D  Str u ct ur e

( A)  S c h e m ati c of hi er ar c hi c al g e n o m e or g a ni z ati o n  wit h i n di c ati o n of g e n o mi c s c al e (l eft) a n d s u m m ar y of g e n o m e- wi d e a s s a y s ( c e nt er) a n d  m o d el s (ri g ht).

( B)  V ol c a n o  pl ot  pr e s e nti n g a  diff er e nti al a n al y si s of l o o p s  b et w e e n t u m or s a n d n or m al s a m pl e s. L o o p s, r e pr e s e nt e d a s  d ot s,  wit h si g ni fi c a ntl y str o n g er or  w e a k er

i nt er a cti o n s i n t u m or s c o m p ar e d  wit h n or m al c ol o n ar e hi g hli g ht e d i n r e d a n d gr e e n, r e s p e cti v el y.

( C)  B o x pl ot s  d e pi cti n g e x pr e s si o n f ol d c h a n g e (l o g2 )  b et w e e n t u m or s a n d n or m al s a m pl e s ( y a xi s) f or g e n e s e n g a g e d i n e n h a n c er- pr o m ot er ( E- P) l o o p s.  G e n e s

ar e str ati fi e d  b y c h a n g e i n  E- P l o o p str e n gt h  b et w e e n t u m or s a n d n or m al c ol o n ( x a xi s).

( D)  G e n o mi c vi e w of t h e E P H A 2 l o c u s ( 1 3 0 k b), s h o wi n g  S M C 1  Hi C hI P l o o p s ( ar c s) a n d  H 3 K 2 7 a c e nri c h m e nt f or n or m al c ol o n ( gr e e n) a n d c ol o n t u m or ( p ur pl e).

T h e  wi dt h of t h e ar c s c orr e s p o n d s t o t h e a v er a g e l o o p str e n gt h s u m m ari z e d f or t h e s et of 2 n or m al a n d 7 c ol o n s a m pl e s.  A n a st eri s k i n di c at e s t h e  diff er e nti al l o o p

(S T A R  M et h o d s ).

( E)  G e n o mi c vi e w of t h e P D C D 4 l o c u s ( 1 0 0 k b) a s i n ( D).

( F)  Hi- C c o nt a ct  m a p s h o wi n g  p air wi s e c o nt a ct fr e q u e n ci e s (r e d h e at)  b et w e e n g e n o mi c  p o siti o n s a cr o s s c hr o m o s o m e 7 (r o w s, c ol u m n s) i n n or m al c ol o n. T o p:  Hi- C

ei g e n v e ct or ( P C 1)  b a s e d o n l o n g-r a n g e i nt er a cti o n s  d e m ar c at e s c o m p art m e nt s  A ( p o siti v e v al u e s,  bl u e) a n d  B ( n e g ati v e v al u e s, y ell o w).  Ri g ht: i n s e t wit h a m a g ni fi e d

vi e w of a r e pr e s e nt ati v e r e gi o n r e v e al s T A D str u ct ur e s ( hi g hli g ht e d  b y  bl a c k tri a n gl e s).  R ot ati o n of t hi s i n s et  b y 4 5 yi el d s a h ori z o nt al  di s pl a y of T A D str u ct ur e s ( s e e  G).

( G)  H ori z o n al h e at m a p s s h o wi n g l o c al  Hi- C c o nt a ct  p att er n s (r e d h e at) a cr o s s c hr o m o s o m e 1 4 f or n or m al c ol o n ( gr e e n), c ol o n t u m or s ( p ur pl e), a n d c ell li n e s

( bl a c k).  E x e m pl ar T A D  b o u n d ari e s ar e i n di c at e d  b y  bl a c k arr o w s.

ll

1 4 7 6 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0

A rti cl e



ll
A rti cl e
I n s u m m ar y, t o p ol o gi c al  b o u n d ari e s  w er e l ar g el y c o n s er v e d

a cr o s s c ol o n t u m or s, n or m al c ol o n s, a n d c ell li n e s,  wit h t h e

e x c e pti o n of a r el ati v el y s m all s et of  b o u n d ari e s c o m pr o mi s e d

i n h y p er m et h yl at e d t u m or s.

M e g a b a s e - S c al e  C o m p a rt m e nt  St r u ct u r e I s

R e o r g a ni z e d i n  T u m o r s

T h e g e n o m e i s  p artiti o n e d i nt o o p e n  A a n d cl o s e d  B s p ati al c o m-

p art m e nt s. T A D s i n t h e s a m e c o m p art m e nt h a v e a gr e at er t e n-

d e n c y t o s elf-i nt er a ct,  w h er e a s i nt er- c o m p art m e nt al i nt er a cti o n s

ar e  di sf a v or e d ( R a o et al., 2 0 1 4 ), r e s ulti n g i n t h e c h ar a ct eri sti c

c h e c k er b o ar d  p att er n of  Hi- C  m a p s ( Fi g ur e 1 F).  W e u s e d a st a n-

d ar d ei g e n v e ct or- b a s e d  m et h o d t o a s si g n c o m p art m e nt s f or

e a c h of o ur  Hi- C  d at a s et s. I n c o ntr a st t o t h e stri ki n g c o n s er v ati o n

of T A D  b o u n d ari e s, c o m p art m e nt a s si g n m e nt s v ari e d  b et w e e n

s a m pl e s. F or e x a m pl e,  m o st c ell li n e s  w er e  di sti n ct fr o m n or m al

ti s s u e s a n d t u m or s (Fi g ur e s 2 A, 2 B, S 4 A, a n d  S 4 B).

C o m p ari s o n s al s o r e v e al e d  wi d e s pr e a d  diff er e n c e s  b et w e e n

c ol o n t u m or s a n d n or m al c ol o n ( Fi g ur e 2 B). T o u n d er st a n d

t h e s e  diff er e n c e s,  w e  dir e ctl y c o m p ar e d  Hi- C i nt er a cti o n

m atri c e s.  Alt h o u g h c o m p art m e nt a s si g n m e nt s  w er e  m o stl y

c o n c or d a nt  b et w e e n n or m al c ol o n a n d t u m or s ( Fi g ur e 2 A),

l o n g-r a n g e i nt er a cti o n s  b et w e e n c o m p art m e nt s  A a n d  B  w er e

m or e fr e q u e nt i n t u m or s ( Fi g ur e 2 C). T h e s e  diff er e nti al i nt er a c-

ti o n  p att er n s  w er e e vi d e nt r e g ar dl e s s of  w h et h er t h e u n d erl yi n g

c o m p art m e nt a s si g n m e nt s  w er e  d eri v e d fr o m n or m al c ol o n or

t u m or  Hi- C  d at a (Fi g ur e  S 4 C) a n d tr a n sl at e d t o a g e n o m e-

wi d e i n cr e a s e i n i nt er- c o m p art m e nt i nt er a cti o n i n t u m or s ( p  <

0. 0 0 5) ( Fi g ur e  S 4 D).

Pri or st u di e s h a v e r el at e d c o m p art m e nt s  wit h n u cl e ar  p o si-

ti o ni n g (F al k et al., 2 0 1 9 ; W a n g et al., 2 0 1 6 ).  C o m p art m e nt  B c or-

r el at e s  wit h l a mi n a- a s s o ci at e d  d o m ai n s ( L A D s),  w hi c h ar e

l o c at e d at t h e n u cl e ar  p eri p h er y a n d  m a y  b e  d a m a g e d i n a g-

i n g-r el at e d  di s e a s e, s e n e s c e n c e, a n d c a n c er (S a kt hi v el a n d

S e h g al, 2 0 1 6 ; S c hr ei b er a n d  K e n n e d y, 2 0 1 3 ; v a n  St e e n s el a n d

B el m o nt, 2 0 1 7 ).  C o n v er s el y, a cti v e l o ci t e n d t o l o c ali z e t o t h e n u-

cl e ar i nt eri or. I n  pri n ci pl e, r el ati v e n u cl e ar  p o siti o ni n g of g e n o mi c

l o ci c a n  b e i nf err e d fr o m  Hi- C  d at a.  W e t h er ef or e u s e d a

m a xi m u m e ntr o p y a p pr o a c h t o  d eri v e t o p ol o gi c al  m o d el s f or

n or m al c ol o n a n d t u m or n u cl ei ( S T A R  M et h o d s ).  O ur  m et h o d

m o d el s t h e g e n o m e at 1- M b r e s ol uti o n a s a 3- di m e n si o n al  p ol y-

m er, t a ki n g i nt o a c c o u nt li n e ar c o n str ai nt s i n h er e nt t o t h e  D N A.

W e t h e n c o m p ut e a n i n sili c o Hi- C  m a p f or e a c h  p ol y m er  m o d el

a n d r e p e at t h e  pr o c e s s it er ati v el y u ntil t h e c o m p ut e d  m a p c o n-

v er g e s o n t h e e x p eri m e nt al  Hi- C  d at a ( Fi g ur e 2 D; S T A R

M et h o d s ).

P ol y m er  m o d el s o pti mi z e d t o t h e n or m al c ol o n  Hi- C  d at a

s e p ar at e d c o m p art m e nt s  A a n d  B a n d  p o siti o n e d c o m p art m e nt

B  p eri p h er all y ( Fi g ur e s 2 E, S 4 E, a n d  S 4 F), c o n si st e nt  wit h e x p e c-

t ati o n.  H o w e v er, a p pl yi n g t h e s a m e  m o d eli n g a p pr o a c h t o t h e

c ol o n t u m or  Hi- C  d at a yi el d e d a stri ki n gl y  diff er e nt r e s ult ( Fi g ur e s

2 F a n d S 4 G). I n t h e s e  m o d el s,  b ot h c o m p art m e nt s  w er e  di stri b-

ut e d h et er o g e n e o u sl y t hr o u g h o ut t h e n u cl e u s.  W e v eri fi e d t h at

t h e s e c h a n g e s  w er e n ot s ol el y  dri v e n  b y g e n eti c alt er ati o n s  b y

r e stri cti n g a n al y si s t o st a bl e c hr o m o s o m e s a n d a g e n o mi c all y

st a bl e t u m or ( Fi g ur e s  S 4 H a n d  S 4I). T h e s e r e s ult s s u g g e st t h at

t h e a s y m m etri c r a di al  p o siti o ni n g of c o m p art m e nt s  A a n d  B i s

pr of o u n dl y alt er e d i n t u m or s.
T o f urt h er i n v e sti g at e,  w e  dir e ctl y vi s u ali z e d c hr o m ati n a n d

s p e ci fi c g e n o mi c l o ci. Fir st,  w e i m a g e d s p e ci m e n s  b y tr a n s mi s-

si o n el e ctr o n  mi cr o s c o p y,  w hi c h r e v e al e d c h ar a ct eri sti c e pit h e-

li al str u ct ur e s a n d or g a ni z ati o n. I n e pit h eli al n u cl ei fr o m n or m al

c ol o n, el e ctr o n- d e n s e h et er o c hr o m ati n  w a s j u xt a p o s e d t o t h e

n u cl e ar  m e m br a n e, c o n si st e nt  wit h  p eri p h er al l a mi n a a s s o ci a-

ti o n,  w h er e a s c h ar a ct eri sti c li g ht- st ai ni n g e u c hr o m ati n  w a s

vi si bl e t hr o u g h o ut t h e n u cl e ar i nt eri or ( Fi g ur e s 2 G a n d S 4 K). I n

m ar k e d c o ntr a st, e pit h eli al t u m or n u cl ei h a d l ar g e  d ar k- st ai ni n g

h et er o c hr o m ati n f o ci  di s p er s e d t hr o u g h o ut t h eir i nt eri or s ( Fi g-

ur e s 2 H, 2I, a n d S 4 K; S T A R  M et h o d s ).

W e n e xt e v al u at e d t h e  p o siti o ni n g of s p e ci fi c g e n o mi c r e gi o n s

u si n g  D N A fl u or e s c e n c e i n sit u h y bri di z ati o n ( FI S H).  W e  d e-

si g n e d 2 6, 0 0 0  Oli g o p ai nt  pr o b e s t ar g eti n g l o ci o n c hr o m o-

s o m e 1 2 t h at  w er e a s si g n e d t o c o m p art m e nt  A or  B a c c or di n g

t o  Hi- C (Fi g ur e  S 4 J; S T A R  M et h o d s ; B eli v e a u et al., 2 0 1 2 ).  W e

t h e n l a b el e d t h e r e s p e cti v e c o m p art m e nt s  wit h s e c o n d ar y fl u o-

r e s c e nt  pr o b e s a n d vi s u ali z e d t h e m  b y  Air y s c a n c o nf o c al i m a g-

i n g.  C hr o m o s o m e 1 2 t errit ori e s  w er e g e n er all y  p o siti o n e d

p eri p h er all y, c o n si st e nt  wit h  pri or st u di e s ( B ol z er et al., 2 0 0 5 ).

T o  q u a ntif y r a di al  di stri b uti o n s of t h e  A a n d  B c o m p art m e nt s,

w e s c or e d  pr o b e si g n al s a c c or di n g t o t h eir i nt e n sit y i n 2 0 r a di al

bi n s st arti n g fr o m t h e n u cl e ar c e nt er i n 4 7 n u cl ei fr o m 2 n or m al

c ol o n s a m pl e s a n d 8 2 n u cl ei fr o m 2 t u m or s.  Alt h o u g h t h e l o c al-

i z ati o n of fl u or e s c e n c e si g n al s v ari e d, c o m p art m e nt  B si g n al s

w er e str o n gl y s k e w e d t o w ar d t h e  p eri p h er y of n or m al c ol o n

n u cl ei,  w h er e a s c o m p art m e nt  A si g n al s  w er e  m or e e v e nl y

di stri b ut e d ( Fi g ur e s 2 J a n d 2 L). I n c o ntr a st, i n t u m or n u cl ei,

c o m p art m e nt  B si g n al s l o st t h eir  p eri p h er al s k e w a n d a s s u m e d

a  di stri b uti o n si mil ar t o c o m p art m e nt  A ( Fi g ur e s 2 K a n d 2 L).

H e n c e, c o n c or d a nt a n al y s e s  b a s e d o n  Hi- C  p ol y m er  m o d el s,

el e ctr o n  mi cr o s c o p y, a n d  m ulti- c ol or FI S H i m a gi n g i n di c at e  pr o-

f o u n d c o m p art m e nt al r e or g a ni z ati o n i n t u m or n u cl ei.  S p ati al  p ar-

titi o ni n g  b et w e e n c o m p art m e nt s i s c o m pr o mi s e d.  C o m p art m e nt

B r el o c at e s fr o m it s  p h y si ol o gi c  p eri p h er al  p o siti o n t o w ar d t h e

n u cl e ar i nt eri or.

A  G e n o m e  C o m p a rt m e nt  wit h I nt e r m e di at e  P r o p e rti e s

D e s pit e  wi d e s pr e a d  diff er e n c e s i n c o m p art m e nt al i nt er a cti o n s,

A/ B a s si g n m e nt s  w er e r el ati v el y c o n si st e nt  b et w e e n t u m or a n d

n or m al c ol o n. T hi s  pr o m pt e d u s t o  m or e cl o s el y e x a mi n e t h e

Hi- C ei g e n v e ct or,  w hi c h i s a c o nti n u o u s r at h er t h a n a  di c h ot o-

m o u s  m e a s ur e.  W e o b s er v e d h u n dr e d s of l ar g e g e n o mi c i nt er-

v al s, h u n dr e d s of kil o b a s e s i n si z e,  wit h ei g e n v e ct or v al u e s

t h at  w er e l o w er i n t u m or s t h a n i n n or m al c ol o n (Fi g ur e s 3 A a n d

3 B). T h e  m aj orit y of t h e s e i nt er v al s  w er e a s si g n e d t o c o m p art-

m e nt  A i n t u m or a n d n or m al c ol o n  b e c a u s e t h e y h a d  p o siti v e

ei g e n v e ct or s.  H o w e v er,  q u a ntit ati v e a n al y si s i n di c at e d t h at

t h e s e r e gi o n s s hift e d t h eir i nt er a cti o n s t o w ar d c o m p art m e nt  B

i n t u m or s.

W h e n  w e e x a mi n e d t h e tr a n siti o ni n g r e gi o n s,  w e o b s er v e d

t h at t h e y e x hi bit e d a stri ki n g l o s s of  D N A  m et h yl ati o n i n t u m or s

a n d, i n f a ct, l ar g el y c oi n ci d e d  wit h h y p o m et h yl at e d  bl o c k s ( Fi g-

ur e s 3 A, 3 B, a n d S 5 A). T hi s  w a s u n e x p e ct e d  b e c a u s e h y p o m e-

t h yl at e d  bl o c k s h a v e  b e e n  pri m aril y a s s o ci at e d o nl y  wit h

c o m p art m e nt  B ( B er m a n et al., 2 0 1 1 ; F orti n a n d  H a n s e n, 2 0 1 5 ;

H a n s e n et al., 2 0 1 1 ).  W e f o u n d t h at h y p o m et h yl at e d  bl o c k s,

w hi c h t e n d t o s p a n si n gl e or c o n s e c uti v e T A D s, c o v er e d a f ull
C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 1 4 7 7
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Fi g ur e 2.  C o m pr o mi s e d  P artiti o ni n g a n d  P o siti o ni n g  of  G e n o m e  C o m p art m e nt s i n  T u m or s

( A)  Hi- C ei g e n v e ct or s ( P C 1)  b a s e d o n l o n g-r a n g e i nt er a cti o n s  d e m ar c at e c o m p art m e nt s  A ( p o siti v e v al u e s,  bl u e) a n d  B ( n e g ati v e v al u e s, y ell o w) a cr o s s a 4 5- M b

r e gi o n of c hr o m o s o m e 6.  D at a s h o w ei g e n v e ct or s f or n or m al c ol o n ( gr e e n), c ol o n t u m or s ( p ur pl e), a n d c ell li n e s ( bl a c k).

( B)  H e at m a p s h o wi n g  p air wi s e c orr el ati o n s  b et w e e n t h e fir st  Hi- C ei g e n v e ct or ( bl u e h e at) i n n or m al c ol o n ( gr e e n), c ol o n t u m or s ( p ur pl e), a n d c ell li n e s ( gr a y).

S a m pl e s (r o w s, c ol u m n s) ar e or d er e d a c c or di n g t o c o m pl et e li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g (t o p).

( C)  H e at m a p s h o wi n g f ol d c h a n g e (l o g2 ) i n  Hi- C c o nt a ct fr e q u e n ci e s  b et w e e n c ol o n t u m or s a n d n or m al c ol o n a cr o s s c hr o m o s o m e 1.  D at a ar e  b a s e d o n a n

a v er a g e of n or m al c ol o n s ( n  = 4) a n d t u m or s ( n  = 7). I nt er a cti o n s t h at i n cr e a s e i n t u m or s (r e d) or  d e cr e a s e i n t u m or s ( gr e e n) ar e e vi d e nt. T o p l eft: t h e  Hi- C

ei g e n v e ct or i n di c at e s c o m p art m e nt a s si g n m e nt s i n n or m al c ol o n ( A,  bl u e;  B, y ell o w).

( D)  S c h e m ati c of t h e  m a xi m u m e ntr o p y  m o d eli n g a p pr o a c h, i n  w hi c h str u ct ur al  m o d el s of g e n o m e or g a ni z ati o n ar e g e n er at e d a n d it er ati v el y r e fi n e d t o i m pr o v e

t h e c orr el ati o n  b et w e e n  Hi- C  m a p s  d eri v e d fr o m t h e s e  m o d el s i n sili c o a n d t h e a ct u al e x p eri m e nt al  Hi- C  d at a.

( E)  W h ol e- n u cl e u s  m a xi m u m e ntr o p y  m o d el s ( 1- M b r e s ol uti o n) f or a r e pr e s e nt ati v e n or m al c ol o n s a m pl e ( N 1), s h o wi n g c o m p art m e nt  A i n  bl u e a n d c o m p art m e nt

B i n y ell o w.

( F)  W h ol e- n u cl e u s  m a xi m u m e ntr o p y  m o d el s ( 1- M b r e s ol uti o n) f or a r e pr e s e nt ati v e c ol o n t u m or s a m pl e ( T 1) a s i n ( E).

( G)  R e pr e s e nt ati v e tr a n s mi s si o n el e ctr o n  mi cr o s c o p y ( T E M) i m a g e of n u cl ei fr o m n or m al c ol o n e pit h eli u m, s h o wi n g el e ctr o n  d e n s e h et er o c hr o m ati n ( H C) al o n g

t h e n u cl e ar  m e m br a n e a n d i nt er n all y  di stri b ut e d e u c hr o m ati n ( E C).  S c al e  b ar, 1 u m.

( H)  R e pr e s e nt ati v e  E M i m a g e of c ol o n t u m or n u cl e u s l a b el e d a s i n  p a n el ( G).  S c al e  b ar, 1 u m.

(I) T o p:  S c h e m ati c of str at e g y f or  q u a ntif yi n g t h e i nt er n al  H C i n n u cl ei i m a g e d  b y  E M.  B ott o m:  Hi st o gr a m s h o w s fr a cti o n of n u cl ei ( y a xi s) t h at h a v e i n di c at e d

p er c e nt a g e of i nt er n al  H C.  N or m al ( gr e e n) r e fl e ct s 1 0 2 e pit h eli al c ell n u cl ei fr o m 3 n or m al c ol o n s p e ci m e n s. T u m or ( p ur pl e) r e fl e ct s 1 8 4  m ali g n a nt c ell n u cl ei fr o m 3

c ol o n t u m or s. T w o- si d e d n e st e d t t e st,  p  = 0. 0 0 6.

( J a n d  K)  R e pr e s e nt ati v e i m a g e of c hr o m o s o m e 1 2  D N A FI S H i n n u cl ei fr o m n or m al c ol o n e pit h eli al c ell s ( J) a n d  m ali g n a nt t u m or c ell s ( K), l a b eli n g c o m p art m e nt  A

a n d  B r e gi o n s i n  bl u e a n d y ell o w, r e s p e cti v el y.

( L)  Hi st o gr a m s h o wi n g a fr a cti o n of t h e si g n al fr o m c o m p art m e nt  B  D N A FI S H  pr o b e s i n s u c c e s si v e r a di al  bi n s fr o m t h e c e nt er t o t h e  p eri p h er y of t h e n u cl ei.

N or m al ( gr e e n) r e fl e ct s 4 7 e pit h eli al c ell n u cl ei fr o m 2 n or m al c ol o n s p e ci m e n s. T u m or ( p ur pl e) r e fl e ct s 8 2  m ali g n a nt c ell n u cl ei fr o m t w o t u m or s f or  w hi c h

c hr o m o s o m e 1 2  w a s c o p y n u m b er st a bl e ( T 1 a n d T 4). I n n er m o st  bi n s 1 – 1 0  w er e a g gr e g at e d.

ll
A rti cl e
1 9 % of c o m p art m e nt  A ( Fi g ur e s 3 C, 3 D, S 5 B, a n d  S 5 C;  m e a n

m et h yl ati o n  diff er e n c e,  > 1 0 %; n  = 1, 0 3 2;  m e a n si z e. 2 1 7 k b).  E x-

a mi n ati o n of  Hi- C c o nt a ct  m a p s r e v e al e d t h at t h e s e n o n c a n o ni-
1 4 7 8 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0
c al r e gi o n s  d o n ot fit t h e t y pi c al c h e c k er b o ar d  p att er n t h at ari s e s

fr o m l o n g-r a n g e c o m p art m e nt al i nt er a cti o n s (Fi g ur e 3 E).  R at h er,

t h e y h a v e a  di sti n ct c o nt a ct  p att er n c h ar a ct eri z e d  b y i nt er m e di at e



Fi g ur e 3.  A n I nt er m e di at e  C o m p art m e nt I I s  Al s o  R e or g a ni z e d i n  T u m or s

( A)  H e at m a p  d e pi cti n g t h e  Hi- C ei g e n v e ct or u s e d t o  d e fi n e c o m p art m e nt s, a s i n Fi g ur e 2 A, e x c e pt  wit h t h e ei g e n v e ct or v al u e s s h o w n a s h e at m a p s ( bl u e,  p o siti v e;

y ell o w, n e g ati v e).  D at a ar e s h o w n f or a 2. 3- M b r e gi o n ( x a xi s) f or n or m al c ol o n s a m pl e s (r o w s  wit h gr e e n l a b el s) a n d c ol o n t u m or s (r o w s  wit h  p ur pl e l a b el s).

H y p o m et h yl at e d  bl o c k s ar e i n di c at e d ( bl a c k  b ar s).

( B)  H e at m a p  d e pi cti n g t h e fir st ei g e n v e ct or f or a 5- M b r e gi o n o n c hr o m o s o m e 3 a s i n ( A).

( C)  Hi- C c o nt a ct  m a p (t o p) a n d fir st ei g e n v e ct or ( P C 1; c e nt er) f or a r e pr e s e nt ati v e t u m or s a m pl e.  D N A  m et h yl ati o n l e v el s of l o w - d e n sit y ( o p e n- s e a)  C p G s ( b ott o m)

ar e s h o w n f or t hr e e r e pr e s e nt ati v e n or m al c ol o n s a m pl e s ( gr e e n) a n d t hr e e r e pr e s e nt ati v e t u m or s ( p ur pl e). T h e r e pr e s e nt e d r e gi o n o n c hr o m o s o m e 1 7 c o nt ai n s a

3. 6- M b T A D a s si g n e d t o c o m p art m e nt  B ( bl a c k s q u ar e)  wit h a h y p o m et h yl at e d  bl o c k ( gr a y hi g hli g ht).

( D)  Hi- C c o nt a ct  m a p, fir st ei g e n v e ct or ( P C 1) a n d  D N A  m et h yl ati o n ar e s h o w n f or a 2 0 0 k b T A D a s si g n e d t o c o m p art m e nt  A  wit h a h y p o m et h yl at e d  bl o c k ( d at a

pr e s e nt e d a s i n  p a n el ( C).

( E)  Hi- C c o nt a ct  m a p f or c hr o m o s o m e 1 f or a r e pr e s e nt ati v e n or m al c ol o n s a m pl e. T o p l eft: c ol or e d  b ar s i n di c at e g e n o mi c r e gi o n s a s si g n e d t o c o m p art m e nt  A

( bl u e), c o m p art m e nt I (li g ht  bl u e), or c o m p art m e nt  B ( y ell o w).  M a g ni fi e d  p a n el s f or r e pr e s e nt ati v e r e gi o n s hi g hli g ht t h e i nt er m e di at e l o n g -r a n g e i nt er - c o m p art-

m e nt al i nt er a cti o n  p att er n t y pi c al of c o m p art m e nt I.

( F) Fir st a n d s e c o n d ei g e n v e ct or s of t h e c hr o m o s o m e 1  Hi- C  m atri x f or n or m al c ol o n.  E a c h  p oi nt r e pr e s e nt s o n e 1 0 0- k b  bi n, c ol or e d  b y c o m p art m e nt.

(l e g e n d c o nti n u e d o n n e xt  p a g e)

ll

C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 1 4 7 9

A rti cl e



ll
A rti cl e
i nt er a cti o n s  wit h  b ot h c o n v e nti o n al c o m p art m e nt s (Fi g ur e s 3 E)

a n d pr ef er e nti al s elf-i nt er a cti o n s ( Fi g ur e  S 5 D). T hi s  di sti n ct

c o nt a ct  p att er n  w a s e vi d e nt i n n or m al ( Fi g ur e s  S 5 E a n d  S 5 F)

a n d t u m or s a m pl e s ( Fi g ur e s  S 5 G a n d  S 5 H).

W e c o n si d er e d t h at t h e s e h y p o m et h yl at e d  A  bl o c k s  mi g ht

r e fl e ct a n i nt er m e di at e c o m p art m e nt ‘‘I’’ t h at i nt er a ct s  wit h

b ot h c a n o ni c al c o m p art m e nt s at  b a s eli n e a n d s hift s t o w ar d

B i n t u m or s ( Fi g ur e  S 5 I). I n s u p p ort,  w e f o u n d t h at c o m p art -

m e nt I r e gi o n s c o ul d  b e  di sti n g ui s h e d o n  m ulti pl e c hr o m o -

s o m e s  b y e x a mi ni n g a d diti o n al ei g e n v e ct or s of t h e  Hi - C

m atri x ( Fi g ur e s 3 F a n d S 5 J – S 5 L; S T A R  M et h o d s ).  Alt h o u g h

t h e or d er of t h e  d e cl ar ati v e ei g e n v e ct or v ari e d  b et w e e n c hr o -

m o s o m e s, t hi s s u g g e st e d t h at c o m p art m e nt I c a n  b e  di sti n -

g ui s h e d fr o m str u ct ur al  d at a al o n e. F urt h er m or e, o ur  p ol y m er

m o d el s f or n or m al c ol o n  pl a c e d c o m p art m e nt I i n a n i nt er m e -

di at e n u cl e ar  p o siti o n  b et w e e n c o m p art m e nt s  A a n d  B

(Fi g ur e 3 G).

T o i n v e sti g at e f urt h er,  w e vi s u ali z e d c o m p art m e nt I r e gi o n s  b y

m ulti- c ol or FI S H.  W e  d e si g n e d a t hir d s et of 1 4, 5 0 0 oli g o n u cl e-

oti d e  pr o b e s c o m pl e m e nt ar y t o c o m p art m e nt I r e gi o n s o n c hr o-

m o s o m e 1 2 a n d a c orr e s p o n di n g s e c o n d ar y  pr o b e  wit h a

di sti n ct fl u or o p h or e ( Fi g ur e  S 4 J).  W e t h e n u s e d t hr e e- c ol or

FI S H i m a gi n g t o si m ult a n e o u sl y l o c ali z e c o m p art m e nt  A,  B,

a n d I r e gi o n s i n  H C T 1 1 6 c ol o n c a n c er c ell s.  W e s el e ct e d

H C T 1 1 6 c ell s  b e c a u s e c hr o m o s o m e 1 2 i s c o p y n u m b er st a bl e,

a n d t h e l o ci t ar g et e d  b y o ur  pr o b e s h a d si mil ar c o m p art m e nt

a s si g n m e nt s a s o ur  pri m ar y ti s s u e s ( T a bl e  S 2 ; Fi g ur e  S 5 M).

W e vi s u ali z e d a n d  q u a nti fi e d t h e r a di al  p o siti o ni n g of e a c h

c o m p art m e nt i n 3 0 5  H C T 1 1 6 n u cl ei.  W e f o u n d t h at c o m p art m e nt

I i s s p ati all y i nt er m e di at e  b et w e e n t h e  m or e  p eri p h er al c o m p art-

m e nt  B a n d t h e  m or e i nt er n al c o m p art m e nt  A ( Fi g ur e s 3 H a n d 3I).

W e c o n fir m e d t hi s o b s er v ati o n i n  pri m ar y ti s s u e s  b y  q u a ntif yi n g

fl u or e s c e n c e FI S H si g n al s i n n or m al c ol o n e pit h eli al c ell n u cl ei

(Fi g ur e s 3 J a n d S 5 N).

T h u s, a c o n v er g e n c e of  Hi- C,  m et h yl ati o n,  p ol y m er  m o d eli n g,

a n d i m a gi n g  d at a s u p p ort t h e e xi st e n c e of a t hir d g e n o mi c

c o m p art m e nt I t h at i nt er a ct s  wit h  b ot h c o n v e nti o n al c o m p art-

m e nt s a n d a d o pt s a n i nt er m e di at e s p ati al  p o siti o n i n t h e n u cl e u s.

I n t u m or s, c o m p art m e nt I  b e c o m e s  br o a dl y h y p o m et h yl at e d a n d

s hift s it s i nt er a cti o n s t o w ar d t h e  B c o m p art m e nt.

Di sti n ct  C h r o m ati n  a n d  T r a n s c ri pti o n al  St at e s  S u p p o rt

t h e  T h r e e - C o m p a rt m e nt  M o d el

T o i n v e sti g at e  w h et h er c o m p art m e nt I i s a s s o ci at e d  wit h  di sti n ct

hi st o n e  m o di fi c ati o n s,  w e  m a p p e d  m ar k er s of a cti v e r e g ul at or y

el e m e nt s ( H 3 K 2 7 a c), el o n g ati n g tr a n s cri pt s ( hi st o n e  H 3 l y si n e

3 6 tri m et h yl ati o n/ H 3 K 3 6 m e 3), c o n stit uti v e h et er o c hr o m ati n ( hi s-

t o n e  H 3 l y si n e 9 tri m et h yl ati o n/ H 3 K 9 m e 3), a n d f a c ult ati v e ( hi s-

t o n e  H 3 l y si n e 2 7 tri m et h yl ati o n/ H 3 K 2 7 m e 3) h et er o c hr o m ati n.

A s e x p e ct e d,  H 3 K 2 7 a c a n d  H 3 K 3 6 m e 3  w er e e nri c h e d i n
( G)  W h ol e- n u cl e u s  m a xi m u m e ntr o p y  m o d el ( 1 0 0- k b r e s ol uti o n) f or n or m al c ol o n

( H)  R e pr e s e nt ati v e  D N A FI S H i m a g e (l eft) a n d hi g h- m a g ni fi c ati o n i m a g e (ri g ht) f or  

bl u e), a n d  B ( y ell o w) r e gi o n s o n c hr o m o s o m e 1 2.

(I)  B ar pl ot i n di c ati n g t h e  p er c e nt a g e of c ell s f or  w hi c h t h e  m a xi m u m  D N A FI S H si g

f or 3 0 5  H C T 1 1 6 c ell n u cl ei.

( J)  R e pr e s e nt ati v e i m a g e of n u cl ei fr o m n or m al c ol o n e pit h eli al c ell s. T h e i m a g e 

c hr o m o s o m e 1 2. T w o c hr o m o s o m e t errit ori e s ar e  m a g ni fi e d i n t h e i n s et s.

1 4 8 0 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0
c o m p art m e nt  A ( Fi g ur e s 4 A, 4 C, a n d 4 D),  w h er e a s  H 3 K 9 m e 3

w a s e nri c h e d i n c o m p art m e nt  B a n d r el ati v el y i n cr e a s e d i n t u-

m or s ( Fi g ur e s 4 B – 4 E).

C o m p art m e nt I  w a s cl e arl y  di sti n g ui s h e d fr o m  b ot h c o n v e n-

ti o n al c o m p art m e nt s  b y  br o a d  H 3 K 2 7 m e 3 e nri c h m e nt (Fi g ur e s

4 A, 4 C – 4 E, a n d S 6 A).  H 3 K 2 7 m e 3 si g n al i nt e n sit y  w a s  p arti c ul arl y

pr o n o u n c e d i n t u m or s a n d c orr el at e d  wit h t h e  d e gr e e of  D N A h y-

p o m et h yl ati o n.  H 3 K 3 6 m e 3,  w hi c h a nt a g o ni z e s  H 3 K 2 7 m e 3 a n d

h a s  b e e n  pr o p o s e d t o  pr ot e ct a g ai n st  D N A h y p o m et h yl ati o n, i s

d e pl et e d i n c o m p art m e nt I ( Fi g ur e 4 D; Y u a n et al., 2 0 1 1 ; Z h o u

et al., 2 0 1 8 ).  C o m p art m e nt I  w a s al s o n ot a bl e f or r el ati v el y l o w

tr a n s cri pti o n al l e v el s i n n or m al c ol o n a n d  m o d er at e g e n e  d e n-

sit y,  b ot h of  w hi c h  w er e i n  b et w e e n c o m p art m e nt s  A a n d  B ( Fi g-

ur e s 4 D a n d S 6 B).

T h u s, i n a d diti o n t o it s t o p ol o gi c al f e at ur e s, c o m p art m e nt I i s

di sti n g ui s h e d  b y it s f a c ult ati v e h et er o c hr o m ati n st at e,  m o d e st

tr a n s cri pti o n al o ut p ut, a n d  m et h yl ati o n c h a n g e s i n t u m or s.

C o m p a rt m e nt al  C h a n g e s  Li n k e d t o  D N A

H y p o m et h yl ati o n  a n d  A c c u m ul at e d  C ell  Di vi si o n s

C o m p art m e nt s  B a n d I l ar g el y c orr e s p o n d t o h y p o m et h yl at e d

bl o c k s i n t u m or s.  M or e o v er,  w e o b s er v e d a stri ki n g c orr el ati o n

b et w e e n t h e e xt e nt of h y p o m et h yl ati o n of a gi v e n r e gi o n a n d

it s ei g e n v e ct or: g e n o mi c l o ci  wit h  m or e e xtr e m e h y p o m et h yl a-

ti o n  b e c a m e r el ati v el y  m or e  B-li k e or c o m p a ct (Fi g ur e 5 A).

T o f urt h er a s s e s s t hi s r el ati o n s hi p  b et w e e n c o m p art m e nt al

c h a n g e s a n d  D N A h y p o m et h yl ati o n,  w e tr e at e d  H C T 1 1 6 c ell s

wit h t h e  d e m et h yl ati n g a g e nt 5 0- a z a c yti di n e ( 5- a z a) f or 2 4 h

a n d  m e a s ur e d  m et h yl ati o n a n d t o p ol o g y c h a n g e s  b y  Hi- C. T h e

tr e at m e nt r e d u c e d  m et h yl ati o n of l ar g e g e n o mi c i nt er v al s,  wit h

5 6 % of 1 0 0- k b  wi n d o w s l o si n g  m or e t h a n 2 0 %  m et h yl ati o n

(Fi g ur e  S 6 C).  N ot a bl y,  w e f o u n d t h at g e n o mi c r e gi o n s  wit h t h e

m o st si g ni fi c a nt  m et h yl ati o n l o s s s hift e d t h eir i nt er a cti o n s t o-

w ar d c o m p art m e nt  B i n a t o p ol o gi c al r e or g a ni z ati o n r e mi ni s c e nt

of t u m or s ( Fi g ur e 5 B). T hi s s u g g e st e d t h at  bl o c k h y p o m et h yl a-

ti o n  m a y u n d erli e t h e alt er e d c o m p art m e nt str u ct ur e i n c ol o n

t u m or s.

Bl o c k h y p o m et h yl ati o n  w a s ori gi n all y  d e s cri b e d i n c a n c er

c ell s ( B er m a n et al., 2 0 1 1 ; H a n s e n et al., 2 0 1 1 ; N or d or et al.,

2 0 1 7 )  b ut h a s si n c e  b e e n r e c o g ni z e d t o  b e a f e at ur e of c ell s

t h at h a v e a c c u m ul at e d  m a n y  di vi si o n s, i n cl u di n g a gi n g a n d s e n-

e s ci n g c ell s ( Cr ui c k s h a n k s et al., 2 0 1 3 ; Z h o u et al., 2 0 1 8 ).

G e n o m e t o p ol o g y a n d n u cl e ar str u ct ur e ar e al s o alt er e d i n fi br o-

bl a st s  p a s s a g e d t o r e pli c ati v e s e n e s c e n c e ( Cri s ci o n e et al.,

2 0 1 6 ; S ati et al., 2 0 2 0 ).  W e h y p ot h e si z e d t h at t h e c o m p art m e nt al

s hift s i n t u m or c ell s  mi g ht r el at e t o t h o s e i n  p a s s a g e d fi br o bl a st s,

i n  b ot h c a s e s r e fl e cti n g e x c e s si v e r e pli c ati o n s. T o t e st t hi s,  w e

p a s s a g e d  WI- 3 8 fi br o bl a st s o v er a 1 4- w e e k c o ur s e a n d g e n er-

at e d  D N A  m et h yl ati o n  pr o fil e s a n d  Hi- C  d at a f or c ell s h ar v e st e d

at  p a s s a g e s 1 6, 3 0, a n d 4 0 ( S T A R  M et h o d s ). L at e- p a s s a g e c ell s
, s h o wi n g c o m p art m e nt s  A, I, a n d  B.

H C T 1 1 6 c ell n u cl ei.  Si g n al i nt e n siti e s ar e s h o w n f or c o m p art m e nt  A ( bl u e), I (li g ht

n al i nt e n sit y f or c o m p art m e nt  A,  B, or I i s l o c at e d at t h e i n di c at e d r a di al  p o siti o n

s h o w s  D N A FI S H si g n al i nt e n siti e s of  pr o b e s f or c o m p art m e nt s  A,  B, a nd I of
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D E

Fi g ur e 4.  Di sti n ct  C hr o m ati n  St at e s  S u p p ort a  T hr e e - C o m p art m e nt  M o d el

( A – C)  Pl ot s s h o w 3- c o m p art m e nt  m o d el a s si g n m e nt s f or r e pr e s e nt ati v e r e gi o n s o n c hr o m o s o m e 2 0 ( A), c hr o m o s o m e 6 ( B), a n d c hr o m o s o m e 4 ( C).  D ar k  bl u e,

c o m p art m e nt  A; li g ht  bl u e, c o m p art m e nt I; y ell o w, c o m p art m e nt  B.  D N A  m et h yl ati o n l e v el s of l o w- d e n sit y ( o p e n- s e a)  C p G s f or t hr e e n or m al s a m pl e s ( gr e e n) a n d

t hr e e t u m or s a m pl e s ( p ur pl e) ar e s h o w n  b el o w, al o n g  wit h  C hI P- s e q  pr o fil e s f or  H 3 K 2 7 a c,  H 3 K 2 7 m e 3, a n d  H 3 K 9 m e 3 f or a r e pr e s e nt ati v e n or m al c ol o n s a m pl e

( gr e e n) a n d t u m or ( p ur pl e).  H y p o m et h yl at e d  bl o c k s ar e s h a d e d i n gr a y.

( D)  H e at m a p s h o wi n g r el ati v e l e v el s of  H 3 K 2 7 a c,  H 3 K 3 6 m e 3,  H 3 K 2 7 m e 3, a n d  H 3 K 9 m e 3 i n n or m al c ol o n (r o w s) f or c o m p art m e nt s  A, I, a n d  B ( c ol u m n s).  D N A

m et h yl ati o n  diff er e n c e s  b et w e e n n or m al c ol o n a n d t u m or s (f or o p e n- s e a  C p G s) a n d r el ati v e g e n e e x pr e s si o n i n n or m al c ol o n ( T C G A) ar e al s o s h o w n.

( E)  Pl ot s s h o wi n g  m e a n a n d st a n d ar d  d e vi ati o n of f ol d c h a n g e (l o g2 ) i n e nri c h m e nt of t h e i n di c at e d  m o di fi c ati o n  b et w e e n t u m or s a n d n or m al s a m pl e s. T h e

r e s p e cti v e  pl ot s s h o w  d at a f or  diff er e nt  m o di fi c ati o n s a n d ar e str ati fi e d  b y c o m p art m e nt ( x a x e s).

ll
A rti cl e
c o nti n u e d t o r e pli c at e a n d h a d n ot y et  pr o gr e s s e d t o r e pli c ati v e

s e n e s c e n c e.  C o m p ari s o n of e arl y a n d l at e  p a s s a g e  d at a

c o n fir m e d  pr o gr e s si v e h y p o m et h yl ati o n of c o m p art m e nt s  B

a n d I  wit h  p a s s a g e ( Fi g ur e s 5 C a n d 5 D).  M or e o v er, l at e- p a s s a g e

h y p o m et h yl ati o n  w a s a c c o m p a ni e d  b y t o p ol o gi c al c h a n g e s

a n al o g o u s t o t u m or s: t h e  m o st h y p o m et h yl at e d r e gi o n s h a d

r e d u c e d ei g e n v e ct or v al u e s, s u g g e sti v e of c o m p a cti o n (Fi g-

ur e 5 E). I m p ort a ntl y, i nt er m e di at e- p a s s a g e fi br o bl a st s e x hi bit e d

i nt er m e di at e  d e gr e e s of h y p o m et h yl ati o n a n d str u ct ur al r e or g a-

ni z ati o n ( Fi g ur e s 5 C a n d 5 F).

T h e i n di c ati o n t h at c o m p art m e nt al h y p o m et h yl ati o n a n d t o -

p ol o gi c al s hift s ari s e gr a d u all y a s c ell s a c c u m ul at e  di vi si o n s

pr o m pt e d u s t o e x a mi n e  m et h yl ati o n i n c ol o ni c a d e n o m a s.

T h e s e  pr e - m ali g n a nt l e si o n s ar e e ntir el y s u b mitt e d f or  di a g -

n o sti c e v al u ati o n,  pr e cl u di n g a s s e s s m e nt of t o p ol o g y,  b ut

t h eir  D N A  m et h yl ati o n c a n  b e  pr o fil e d fr o m  p ar af fi n s e cti o n s.

A s s e s s m e nt of a  p u bli s h e d c o h ort of a d e n o m a s c o n fir m e d

t h at c o m p art m e nt al h y p o m et h yl ati o n  w a s e vi d e nt i n t h e s e

pr e - m ali g n a nt l e si o n s a n d  m or e s e v er e i n hi g h er - gr a d e c a s e s
(Fi g ur e  S 6 D; F a n et al., 2 0 2 0 ).  T a k e n t o g et h er, t h e s e r e s ult s

s u g g e st t h at c o m p art m e nt al s hift s i n c ol or e ct al t u m or s cl o s el y

r el at e t o  D N A h y p o m et h yl ati o n a n d  m a y ari s e gr a d u all y o v er

t h e c o ur s e of  pr olif er ati o n. T h u s, t h e  m o st  pr of o u n d t o p ol o g -

i c al c h a n g e s i n t u m or s li k el y r e fl e ct t h eir a c c u m ul at e d c ell  di -

vi si o n s r at h er t h a n s p e ci fi c o n c o g e ni c  pr o gr a m s.

T r a n s c ri pti o n al  C o n s e q u e n c e s  of  C o m p a rt m e nt al

R e o r g a ni z ati o n

W e n e xt c o n si d er e d t h e tr a n s cri pti o n al c o n s e q u e n c e s of

c o m p art m e nt  B/I r e or g a ni z ati o n.  W e  w er e str u c k t h at t h e

o v er all tr a n s cri pti o n al a cti vit y i n t h e s e c o m p art m e nt s  w a s

a ct u all y r e d u c e d i n t u m or s,  d e s pit e l o s s of  D N A  m et h yl ati o n

a n d r el o c ati o n of c o m p art m e nt  B fr o m t h e n u cl e ar  p eri p h er y.

C o n si d eri n g  g e n e s i n c o m p art m e nt s  B a n d I  wit h  d et e ct a bl e

e x pr e s si o n (tr a n s cri pt s  p er  milli o n/ T P M  > 0. 1),  w e f o u n d t h at

3 -f ol d  m or e  w er e  d o w nr e g ul at e d t h a n u pr e g ul at e d ( Fi g ur e s

S 6 E a n d  S 6 F). I n c o ntr a st, c o m p art m e nt  A g e n e s  di d n ot

e x hi bit s u c h a n i m b al a n c e.
C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 1 4 8 1



A B

C D

E F

Fi g ur e 5.  C o m p art m e nt al  R e or g a ni z ati o n I s

Cl o s el y  A s s o ci at e d  wit h  D N A  H y p o m et h yl a -

ti o n a n d  A c c u m ul at e d  Di vi si o n s

( A)  A s s o ci ati o n  b et w e e n  Hi- C ei g e n v e ct or ( P C 1)

a n d h y p o m et h yl ati o n of 1 0 0- k b  wi n d o w s i n t u m or

s a m pl e s.  D at a ar e str ati fi e d  b y c o m p art m e nt a n d

e xt e nt of h y p o m et h yl ati o n.  P oi nt s a n d h ori z o nt al

b ar s r e pr e s e nt  p oi nt e sti m at e s a n d 9 5 % c o n fi d e n c e

i nt er v al s fr o m a li n e ar r e gr e s si o n  m o d el.

( B)  D at a vi s u ali z e d a s i n ( A), s h o wi n g t h e a s s o ci ati o n

b et w e e n  Hi- C ei g e n v e ct or a n d h y p o m et h yl ati o n f or

H C T 1 1 6 c ell s tr e at e d  wit h 5 0- a z a v er s u s  D M S O.

( C)  Pl ot s h o wi n g  D N A  m et h yl ati o n f or  WI- 3 8 c ell s at

p a s s a g e s 1 6 ( bl a c k), 3 0 ( d ar k gr a y), a n d 4 0 (li g ht

gr a y).  D at a ar e str ati fi e d  b y c o m p art m e nt.  B ar s

r e pr e s e nt t h e a v er a g e of t w o r e pli c at e s ( d ot s).

( D)  Pl ot s h o wi n g  D N A  m et h yl ati o n (f or o p e n- s e a

C p G s) f or a r e pr e s e nt ati v e r e gi o n o n c hr o m o s o m e

1 0. Tr a c e s r e pr e s e nt  m et h yl ati o n v al u e s f or  WI- 3 8

fi br o bl a st s at  p a s s a g e s 1 6 ( bl a c k, n  = 2), 3 0 ( d ar k

gr a y, n  = 2), a n d 4 0 (li g ht gr a y, n  = 2).  C o m p art m e nt

a s si g n m e nt s f or  WI- 3 8 ar e s h o w n at t h e t o p ( A,  bl u e;

I, li g ht  bl u e;  B, y ell o w).

( E)  D at a vi s u ali z e d a s i n ( A), s h o wi n g t h e a s s o ci ati o n

b et w e e n  Hi- C ei g e n v e ct or a n d h y p o m et h yl ati o n f or

l at e ( p a s s a g e 4 0 [ P 4 0]) v er s u s e arl y ( P 1 6)  WI- 3 8

c ell s.

( F)  Pl ot s h o wi n g c h a n g e o v er ti m e i n  Hi- C ei g e n-

v e ct or f or 1 0 0- k b  wi n d o w s t h at s h o w  m or e t h a n

2 0 % h y p o m et h yl ati o n i n l at e- p a s s a g e ( P 4 0) v er s u s

e arl y- p a s s a g e ( P 1 6)  WI- 3 8 fi br o bl a st s.

ll
A rti cl e
W e r e a s o n e d t h at g e n e sil e n ci n g i n t h e r e or g a ni z e d c o m p art-

m e nt s  mi g ht  b e s u st ai n e d ( or e n h a n c e d)  b y t h eir r e pr e s si v e c hr o-

m ati n st at e s. I n d e e d, c o m p art m e nt I g ai n e d  wi d e s pr e a d

H 3 K 2 7 m e 3 i n t u m or s ( Fi g ur e 4 E), a n d a n al y si s of  p u bli s h e d

d at a s h o w e d t h at  m a n y c o m p art m e nt I g e n e s  w er e u pr e g ul at e d

i n c ol o n c a n c er-i niti ati n g c ell s tr e at e d  wit h t h e  E z h 2 i n hi bit or

(Fi g ur e  S 6 G; Li m a- F er n a n d e s et al., 2 0 1 9 ).  C o m p art m e nt  B i s

br o a dl y c o v er e d  b y t h e r e pr e s si v e  H 3 K 9 m e 3  m ar k, a n d a s u b s et

of it s  pr o m ot er s i s sil e n c e d  b y f o c al h y p er m et h yl ati o n  wit hi n t h e

h y p o m et h yl at e d  bl o c k s ( Fi g ur e s 4 D a n d S 6 H). T h u s, alt er n at e

e pi g e n eti c  m e c h a ni s m s  m a y a ct u all y f urt h er r e pr e s s c o m p art-

m e nt s  B a n d I u p o n r e or g a ni z ati o n.

W e t h er ef or e s o u g ht t o i d e ntif y s p e ci fi c g e n e s t h at  w er e  d e-

r e g ul at e d  b y t hi s  pr o c e s s.  B e c a u s e r e or g a ni z ati o n c orr el at e d

q u a ntit ati v el y  wit h h y p o m et h yl ati o n ( Fi g ur e 5 A),  w e r e a s o n e d

t h at  m et h yl ati o n c o ul d  b e a s urr o g at e f or c o m p art m e nt al

c h a n g e s.  W e c oll at e d  m et h yl ati o n a n d  R N A- s e q  d at a f or 2 3 9

c ol or e ct al t u m or s ( T C G A) a n d u s e d a c orr el ati o n  m etri c t o i d e n-

tif y g e n e s i n c o m p art m e nt s  B a n d I  w h o s e e x pr e s si o n  w a s

c o n si st e ntl y alt er e d i n a s s o ci ati o n  wit h  bl o c k h y p o m et h yl ati o n

(Fi g ur e s 6 A, 6 B, a n d S 7 A; S T A R  M et h o d s ).  N ot a bl y, g e n e s i n

c o m p art m e nt  A s h o w e d n o c o n si st e nt tr a n s cri pti o n al c h a n g e

i n a s s o ci ati o n  wit h h y p o m et h yl ati o n (Fi g ur e 6 C).

C orr el ati o n a n al y si s hi g hli g ht e d t w o g e n e s et s ( Fi g ur e s 6 A a n d

6 B).  A s m all s et of g e n e s  w a s u pr e g ul at e d  wit h  bl o c k h y p o m e-

t h yl ati o n a n d i n cl u d e d c a n c er g er mli n e a nti g e n s ( C G A s) a n d

e n d o g e n o u s r etr o vir u s e s ( E R V s).  D e-r e pr e s si o n of  C G A s a n d

E R V s h a s  b e e n  d e s cri b e d i n c ol o n t u m or s a n d li n k e d t o vir al
1 4 8 2 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0
mi mi cr y a n d i m m u n o g e ni cit y ( Gi b b s a n d  W hit e h ur st, 2 0 1 8 ; R o o-

n e y et al., 2 0 1 5 ; R o ul oi s et al., 2 0 1 5 ).

A  m u c h l ar g er s et of g e n e s i n c o m p art m e nt s  B a n d I  w er e

d o w nr e g ul at e d  wit h  bl o c k h y p o m et h yl ati o n ( Fi g ur e s 6 A a n d

6 B).  D o w nr e g ul at e d g e n e s i n c o m p art m e nt  B  w er e  m ar k e d  b y

H 3 K 9 m e 3 a n d/ or  pr o m ot er  m et h yl ati o n i n t u m or s,  w h er e a s

t h o s e i n c o m p art m e nt I  w er e e nri c h e d f or  H 3 K 2 7 m e 3 (Fi g-

ur e  S 7 B).  W e c ur at e d a li st of r o b u stl y  d o w nr e g ul at e d g e n e s i n

t h e s e c o m p art m e nt s (T a bl e  S 5 ). T o f o c u s o n  m ali g n a nt c ell-

i ntri n si c e x pr e s si o n,  w e c o ntr oll e d f or str o m al c o nt e nt a n d

e x cl u d e d g e n e s  wit h hi g h e x pr e s si o n i n i m m u n e c ell s or ot h er

n o n- e pit h eli al c ell t y p e s ( S T A R  M et h o d s ).  R e m ar k a bl y, t h e r e-

s ulti n g li st of 1 4 6 g e n e s  w a s hi g hl y e nri c h e d f or f u n cti o n s r el at e d

t o  m e s e n c h y m al  d e v el o p m e nt, st e m c ell  pr olif er ati o n, a n d  W nt

si g n ali n g ( Fi g ur e 6 D). F urt h er a n al y si s hi g hli g ht e d s p e ci fi c g e n e s

wit h e st a bli s h e d r ol e s i n c ol or e ct al c a n c er  pr o gr e s si o n,  W nt

si g n ali n g, e pit h eli al- m e s e n c h y m al tr a n siti o n ( E M T), i n v a si o n,

a n d  m et a st a si s ( e. g., C C B E 1 , E P H A 4 , F G F R 1 , F G F R 2 , F Z D 2 ,

G P R 1 3 7 B , M EI S 2 , N FI B , P R R X 1 , P Y G O 1 , S P P 1 , a n d TI A M 1 ; T a-

bl e  S 6 ; K o v eit y p o ur et al., 2 0 1 9 ; N g u y e n et al., 2 0 2 0 ). I n c o ntr a st,

o nl y a f e w of t h e  d o w nr e g ul at e d g e n e s  w er e n o mi n all y a s s o ci-

at e d  wit h t u m or- s u p pr e s si v e f u n cti o n s.

O ur a n al y s e s s u g g e st t h at c o m p art m e nt al r e or g a ni z ati o n

dri v e s i n d u cti o n of  C G A s a n d  E R V s,  w hi c h ar e a s s o ci at e d  wit h

a nti-t u m or i m m u nit y, a n d r e pr e s si o n of g e n e s  wit h f u n cti o n s i n

W nt si g n ali n g,  E M T, i n v a si o n, a n d  m et a st a si s.  H e n c e, t h e  m o st

pr of o u n d t o p ol o gi c al alt er ati o n s e vi d e nt i n t u m or s ar e a ct u all y

a s s o ci at e d  wit h t u m or- s u p pr e s si v e tr a n s cri pti o n al  pr o gr a m s.
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Fi g ur e 6.  C o m p art m e nt al  R e or g a ni z ati o n  Li n k e d t o  T u m or - S u p pr e s si v e  Tr a n s cri pti o n al  Pr o gr a m s

( A)  V ol c a n o  pl ot  d e pi cti n g t h e a s s o ci ati o n ( x a xi s)  b et w e e n e x pr e s si o n a n d  bl o c k h y p o m et h yl ati o n f or g e n e s i n c o m p art m e nt  B, c o m p ut e d a cr o s s t u m or s i n t h e

T C G A c ol or e ct al c o h ort  wit h a  p urit y of  m or e t h a n 4 0 %. T h e y a xi s i n di c at e s t h e si g ni fi c a n c e of t h e a s s o ci ati o n.  G e n e s ( p oi nt s)  pl ott e d t o w ar d t h e t o p ri g ht ar e

u pr e g ul at e d i n a s s o ci ati o n  wit h  bl o c k h y p o m et h yl ati o n. T h e y ar e hi g hl y e nri c h e d f or c a n c er g er mli n e a nti g e n s ( C G A s; r e d) a n d  E R V el e m e nt s ( gr e e n).  G e n e s

pl ott e d t o w ar d t h e t o p l eft ar e  d o w nr e g ul at e d i n a s s o ci ati o n  wit h h y p o m et h yl ati o n.  A  m a g ni fi e d  p a n el ( b el o w) hi g hli g ht s hi g h- c o n fi d e n c e  d o w nr e g ul at e d g e n e s

aft er e x cl u di n g g e n e s e x pr e s s e d i n n o n- e pit h eli al c ell t y p e s ( bl a c k; S T A R  M et h o d s ).  G e n e s r el at e d t o  E M T,  W nt si g n ali n g, i n v a si o n, a n d  m et a st a si s ar e l a b el e d.

( B)  D at a  pr e s e nt e d a s i n ( A) f or c o m p art m e nt I g e n e s.

( C)  B o x pl ot s h o wi n g a s s o ci ati o n  b et w e e n e x pr e s si o n c h a n g e a n d  D N A  bl o c k h y p o m et h yl ati o n f or g e n e s i n c o m p art m e nt s  A,  B, a n d I.  N e g ati v e v al u e s i n di c at e

r e pr e s si o n i n a s s o ci ati o n  wit h  D N A h y p o m et h yl ati o n, a n d  p o siti v e v al u e s i n di c at e u pr e g ul ati o n i n a s s o ci ati o n  wit h h y p o m et h yl ati o n.

( D) F u n cti o n al g e n e s et a n n ot ati o n s e nri c h e d (f al s e  di s c o v er y r at e [ F D R]  < 2 0 %) a m o n g 1 4 6 hi g h- c o n fi d e n c e  d o w nr e g ul at e d  B/I g e n e s (fr o m t h e i n s et s i n  A a n d  B). *,

e nri c h e d a n n ot ati o n s i n cl u d e d  m ulti pl e o v erl a p pi n g s et s r el at e d t o e m br y o ni c  d e v el o p m e nt ( T a bl e  S 6 ).

( E)  Pl ot s h o wi n g a v er a g e  bl o c k  m et h yl ati o n l e v el s f or n or m al c ol o n  bi o p si e s ( y a xi s) a s a f u n cti o n of  d o n or a g e ( x a xi s).  E a c h  p oi nt r e pr e s e nt s o n e s a m pl e fr o m a

l o w-ri s k ( gr e e n) or hi g h-ri s k ( m a g e nt a)  d o n or (W a n g et al., 2 0 2 0 ). Li n e ar r e gr e s si o n fit (li n e s) a n d 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al s ( s h a d e s) ar e i n di c at e d.

(l e g e n d c o nti n u e d o n n e xt  p a g e)

ll

C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 1 4 8 3

A rti cl e



ll
A rti cl e
C o m p a rt m e nt - S p e ci fi c  E pi g e n eti c  C h a n g e s  R e st r ai n

T u m o r  P r o g r e s si o n

O ur c oll e cti v e fi n di n g s s u g g e st e d t h at a c c u m ul ati o n of e x c e s s

c ell  di vi si o n s l e a d s t o c o m p art m e nt al s hift s t h at e n a ct t u m or-

s u p pr e s si v e tr a n s cri pti o n al  pr o gr a m s. T h e y l e d u s t o h y p ot h e-

si z e t h at c o m p art m e nt al r e or g a ni z ati o n hi n d er s  m ali g n a nt  pr o-

gr e s si o n. T o t e st t hi s,  w e e x a mi n e d  w h et h er t h e c o m p art m e nt al

s hift s  w er e  pr e di cti v e of  di s e a s e ri s k a n d o ut c o m e.

Fir st,  w e c o n si d er e d a r e c e nt s ur v e y of  D N A  m et h yl ati o n i n 2 0 6

n or m al c ol o n  bi o p si e s, str ati fi e d i nt o l o w- a n d hi g h-ri s k gr o u p s

a c c or di n g t o  w h et h er t h e  d o n or h a d a c o n c urr e nt c ol or e ct al t u-

m or el s e w h er e i n t h e c ol o n ( W a n g et al., 2 0 2 0 ).  E x a mi n ati o n of

t h e s e  d at a c o n fir m e d t h at c o m p art m e nt s  B a n d I  b e c a m e  pr o-

gr e s si v el y h y p o m et h yl at e d  wit h i n cr e a si n g  d o n or a g e ( Fi g-

ur e  S 7 C). T o t e st  w h et h er h y p o m et h yl ati o n  w a s  pr ot e cti v e,  w e

c o m p ar e d l o w- a n d hi g h-ri s k gr o u p s.  W e f o u n d t h at c o m p art-

m e nt s  B a n d I  w er e si g ni fi c a ntl y l e s s h y p o m et h yl at e d i n n or m al

c ol o n  bi o p si e s fr o m t h e hi g h-ri s k gr o u p, c o n si st e nt  wit h o ur h y-

p ot h e si s t h at t h e c o m p art m e nt s hift i s t u m or s u p pr e s si v e

(Fi g ur e 6 E).

S e c o n d,  w e e x a mi n e d t w o cli ni c al c o h ort s of c ol or e ct al t u-

m or s ( M ari s a et al., 2 0 1 3 ; T h e C a n c er  G e n o m e  Atl a s  N et w or k,

2 0 1 2 ).  Alt h o u g h t h e s e t u m or s h a v e  pr e s u m a bl y o v er c o m e i m-

p e di m e nt s  p o s e d  b y c o m p art m e nt s hift s,  w e r e a s o n e d t h at t h e

a s s o ci at e d tr a n s cri pti o n al c h a n g e s s h o ul d n o n et h el e s s hi n d er

t h eir  pr o gr e s si o n a n d c orr el at e  wit h f a v or a bl e  p ati e nt o ut c o m e s.

H er e  w e f o c u s e d o n t h e 1 4 6 g e n e s i n c o m p art m e nt s  B a n d I t h at

w er e r o b u stl y  d o w nr e g ul at e d  wit h  bl o c k h y p o m et h yl ati o n ( T a bl e

S 5 ).  A s e x p e ct e d, t h e s e g e n e s  w er e e x pr e s s e d at s u b st a nti all y

l o w er l e v el s i n t u m or s (Fi g ur e 6 F).  H o w e v er, t h er e  w a s c o n si d er-

a bl e t u m or-t o-t u m or v ari a bilit y.  R e m ar k a bl y,  w e f o u n d t h at t hi s

s et of g e n e s  w a s hi g hl y e nri c h e d f or  p o or  pr o g n o si s  m ar k er s i n

a c o h ort of 5 6 6 c ol o n t u m or s ( Fi g ur e  S 7 D;  p  = 2. 4 3 1 0 1 0 ; M ar-

i s a et al., 2 0 1 3).  A ri s k s c or e c o n str u ct e d fr o m t h eir a v er a g e

e x pr e s si o n  w a s a str o n g  pr e di ct or of s h ort er r e c urr e n c e-fr e e

s ur vi v al ( R F S) ( Fi g ur e 6 G;  p  = 0. 0 0 0 7). T hi s  pr o g n o sti c a s s o ci a-

ti o n  w a s al s o v ali d at e d i n a s e c o n d c o h ort of 4 4 3 t u m or s fr o m

T C G A ( p  = 0. 0 3).

S ur vi v al  diff er e n c e  w a s e vi d e nt e v e n aft er c o ntr olli n g f or  mi-

cr o s at ellit e i n st a bilit y ( M SI),  B R A F  m ut ati o n s, a n d cli ni c al st a g e

( p  = 0. 0 2 5) (Fi g ur e  S 7 E). It  w a s e vi d e nt e v e n i n n o d e- n e g ati v e

st a g e II t u m or s ( p  = 0. 0 3 9),  w hi c h i s si g ni fi c a nt, gi v e n t h e cli ni c al

c h all e n g e a s s o ci at e d  wit h t h e u n c ert ai n c o ur s e of t h e s e i nt er m e-

di at e- st a g e t u m or s ( Fi g ur e  S 7 F) ( F ot h eri n g h a m et al., 2 0 1 9 ). T h e

g e n e s et  w a s al s o a s s o ci at e d  wit h  m et a st a s e s ( p  = 0. 0 1 8),

c o n si st e nt  wit h it s f u n cti o n al a n n ot ati o n s a n d s u p p orti v e of it s

cli ni c al si g ni fi c a n c e.

Fi n all y,  w e c o n si d er e d  w h et h er c o m p art m e nt al r e or g a ni z ati o n

c o ul d  b e a g e n er al t u m or- s u p pr e s si v e  m e c h a ni s m.  W e e x a m-

i n e d  m et h yl ati o n a n d e x pr e s si o n  d at a f or c o h ort s s p a n ni n g 1 0

e pit h eli al t u m or t y p e s ( I C G C/ T C G A  P a n- C a n c er  A n al y si s of

W h ol e  G e n o m e s  C o n s orti u m, 2 0 2 0 ).  W e c o n fir m e d t h at  bl o c k
( F)  Pl ot s s h o wi n g a v er a g e e x pr e s si o n of t h e hi g h- c o n fi d e n c e  d o w nr e g ul at e d  B/I g

t o a  diff er e nt s a m pl e fr o m a c o h ort of c ol or e ct al t u m or s a n d n or m al c ol o n s (C a n c er

( G)  K a pl a n- M ei er c ur v e  d e pi cti n g s ur vi v al o ut c o m e s of  p ati e nt s str ati fi e d  b y t h eir 

B/I g e n e s.

1 4 8 4 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0
h y p o m et h yl ati o n c orr el at e d  wit h r e d u c e d g e n e e x pr e s si o n i n

all 1 0 c a n c er s ( Fi g ur e  S 7 G).  W e n e xt c oll at e d g e n e s i n  bl o c k s

t h at  w er e si g ni fi c a ntl y  d o w nr e g ul at e d i n a s s o ci ati o n  wit h h y p o-

m et h yl ati o n i n e a c h c o h ort. T h e r e s ulti n g s et s  w er e hi g hl y o v er-

l a p pi n g a n d i n cl u d e a s h ar e d s et of 3 6 7 g e n e s t h at  w er e

c o m m o nl y  d o w nr e g ul at e d  wit h h y p o m et h yl ati o n i n at l e a st 7 of

t h e 1 0 t u m or t y p e s (T a bl e  S 7 ).  R e m ar k a bl y, t h e s e s h ar e d g e n e s

w er e e nri c h e d f or a n n ot at e d o n c o g e n e s ( p  = 0. 0 0 2), s u g g e sti n g

t h at c o m p art m e nt al r e or g a ni z ati o n  m a y al s o hi n d er t h e  d e v el o p-

m e nt a n d  pr o gr e s si o n of ot h er e pit h eli al t u m or t y p e s.

I n c o n cl u si o n,  w e  d o c u m e nt  pr of o u n d c o m p art m e nt al s hift s i n

t u m or s a n d ot h er c ell s t h at h a v e a c c u m ul at e d  m a n y  di vi si o n s

(Fi g ur e s 7 A a n d 7 B). T hi s r e or g a ni z ati o n i s a s s o ci at e d  wit h  wi d e-

s pr e a d tr a n s cri pti o n al c h a n g e s, i n cl u di n g r e pr e s si o n of  E M T, i n-

v a si o n,  m et a st a si s, a n d st e m n e s s  pr o gr a m s. F urt h er a n al y si s of

m et h yl ati o n a n d e x pr e s si o n  d at a f or n or m al c ol o n  bi o p si e s a n d

t u m or c o h ort s s u p p ort s t h e h y p ot h e si s t h at t h e c o m p art m e nt al

s hift s a n d a s s o ci at e d tr a n s cri pti o n al  pr o gr a m s r e str ai n t u m or

pr o gr e s si o n.

DI S C U S SI O N

W e  pr e s e nt e d a s y st e m ati c i nt e gr ati o n of g e n o m e t o p ol o g y,

m et h yl ati o n, a n d c hr o m ati n st at e i n c ol or e ct al c a n c er.  O ur  d at a

a n d a n al y s e s  p ar s e  m ulti pl e or g a ni z ati o n al l a y er s, fr o m  E- P

l o o p s t o T A D s t o c o m p art m e nt str u ct ur e s. I n  p arti c ul ar, t h e y

r e v e al e d t hr e e  pri n ci pl e s of l ar g e- s c al e c o m p art m e nt al or g a ni-

z ati o n. Fir st, t o p ol o g y  d at a f or  pri m ar y ti s s u e s u n c o v er e d a

str u ct ur all y  di sti n ct i nt er m e di at e c o m p art m e nt I.  S e c o n d, c o m-

p ari s o n of t u m or s a n d n or m al c ol o n r e v e al e d  wi d e s pr e a d

c h a n g e s i n s p ati al  p artiti o ni n g, n u cl e ar  p o siti o ni n g, a n d e pi g e-

n eti c st at e s of c o m p art m e nt s  B a n d I t h at a p p e ar t o  b e s h ar e d

b y t u m or, a gi n g, a n d ot h er e x c e s si v el y r e pli c at e d c ell s. T hir d,

t h e s e c o m p art m e nt al c h a n g e s c orr el at e  wit h a n d  m a y  pr o m ot e

t u m or- s u p pr e s si v e e x pr e s si o n  pr o gr a m s a s s o ci at e d  wit h

r e d u c e d c a n c er ri s k a n d  b ett er  pr o g n o si s.  Alt h o u g h t u m or- a s s o-

ci at e d e pi g e n eti c c h a n g e s ar e t y pi c all y c o n str u e d t o  b e o n c o-

g e ni c, o ur fi n di n g s s u g g e st t h at t h e s e  m o st  pr of o u n d t o p ol o gi c al

alt er ati o n s a ct u all y r e str ai n  m ali g n a nt  pr o gr e s si o n.

E vi d e n c e of c o m p art m e nt I e m er g e d fr o m o ur a n al y si s of

pri m ar y e pit h eli al ti s s u e.  C o m p art m e nt I r e si d e s at t h e i nt erf a c e

b et w e e n t h e  A a n d  B c o m p art m e nt s a n d e n g a g e s i n  pr o mi s c u-

o u s l o n g-r a n g e i nt er a cti o n s  wit h  b ot h c o n v e nti o n al c o m p art-

m e nt s.  P ol y m er  m o d el s a n d FI S H i m a gi n g  d at a i n di c at e t h at

c o m p art m e nt I r e gi o n s o c c u p y i nt er m e di at e r a di al  p o siti o n s i n

n u cl ei.  C o m p art m e nt I i s al s o  di sti n g ui s h e d e pi g e n eti c all y  b y

br o a d  H 3 K 2 7 m e 3 a n d r o b u st  bl o c k h y p o m et h yl ati o n i n t u m or s.

C o m p art m e nt I i s  di sti n ct fr o m  pr e vi o u sl y  d e s cri b e d s u b- c o m-

p art m e nt s, s h o wi n g t h e hi g h e st o v erl a p ( 4 7 %)  wit h  B 1 ( R a o

et al., 2 0 1 4 ). It  m a y r el at e t o n u cl e ar f o ci  d o c u m e nt e d i n hi g h-r e s-

ol uti o n i m a gi n g st u di e s ( B o etti g er et al., 2 0 1 6 ; R o wl e y a n d  C or-

c e s, 2 0 1 8 ; X u et al., 2 0 1 8 ). F or e x a m pl e, B o etti g er et al. ( 2 0 1 6)
e n e s (fr o m t h e i n s et s i n  A a n d  B) i n cli ni c al s p e ci m e n s.  E a c h  p oi nt c orr e s p o n d s

 G e n o m e  Atl a s  N et w or k, 2 0 1 2 ). T h e y a xi s r e pr e s e nt s l o g2 - n or m ali z e d c o u nt s.

a v er a g e t u m or e x pr e s si o n of t h e hi g h- c o n fi d e n c e  d o w nr e g ul at e d c o m p art m e nt



A B

Fi g ur e 7.  C o m p art m e nt  S hift s i n  E x c e s si v el y  R e pli c at e d  C ell s  R e str ai n  M ali g n a nt  Pr o gr e s si o n

T h e s c h e m ati c  d e pi ct s c o m p art m e nt s hift s a n d  pr o p o s e d f u n cti o n al c o n s e q u e n c e s.

( A) I n n or m al n u cl ei, c o m p art m e nt s  A,  B, a n d I ar e r o b u stl y  p artiti o n e d a n d s p ati all y s e gr e g at e d. I n t u m or or a gi n g c ell s t h at h a v e a c c u m ul at e d e x c e s s  di vi si o n s,

c o m p art m e nt al or g a ni z ati o n i s c o m pr o mi s e d, a n d c o m p art m e nt- s p e ci fi c e pi g e n eti c st at e s ar e alt er e d.

( B)  E x e m pl ar l o ci ar e s h o w n f or e a c h c o m p art m e nt i n n or m al (t o p) or  p at h ol o gi c ( b ott o m) st at e s.  H y p o m et h yl ati o n of c o m p art m e nt  B i n d u c e s  E R V s a n d  C G A s,

w hi c h  pr o m ot e a nti-t u m or i m m u nit y.  R e pr e s si v e c hr o m ati n i n c o m p art m e nt s  B a n d I  d o w nr e g ul at e s g e n e s a s s o ci at e d  wit h  E M T, i n v a si o n, a n d st e m n e s s.

ll
A rti cl e
vi s u ali z e d a c o m p art m e nt e nri c h e d f or  P ol y c o m b- a s s o ci at e d

m ar k s a n d  d e v el o p m e nt al g e n e s i n Dr o s o p hil a .

T h e c o h er e nt or g a ni z ati o n of c o m p art m e nt s  A,  B, a n d I i n

n or m al c ol o n  w a s  pr of o u n dl y  di st ort e d i n t u m or s.  W e o b s er v e d

a  br e a k d o w n of  p artiti o ni n g  b et w e e n c o m p art m e nt s  A a n d  B,

w h er e a s c o m p art m e nt I s hift e d it s i nt er a cti o n s t o w ar d t h e

cl o s e d  B c o m p art m e nt. T h e a b err ati o n s a p p e ar t o  b e cl o s el y

r el at e d t o n u cl e ar ar c hit e ct ur e.  C o n c or d a nt  p ol y m er  m o d el s,

el e ctr o n  mi cr o s c o p y, a n d FI S H i m a gi n g  d at a i n di c at e t h at

c o m p art m e nt  B l o s e s it s ti g ht a s s o ci ati o n  wit h t h e  p eri p h er y

a n d s hift s t o w ar d t h e n u cl e ar i nt eri or. F al k et al. ( 2 0 1 9) f o u n d

pr e vi o u sl y t h at t h e r a di al a s y m m etr y of c o m p art m e nt s  A a n d

B i s i n v ert e d i n r o d  p h ot or e c e pt or s.  H o w e v er, c o m p art m e nt al

p artiti o ni n g  w a s l ar g el y  m ai nt ai n e d i n  p h ot or e c e pt or s, i n

c o ntr a st t o t h e o v er all  di s or g a ni z ati o n of c o m p art m e nt al str u c-

t ur e i n t u m or s.

T h e  br e a k d o w n of c o m p art m e nt str u ct ur e  w a s cl o s el y ti e d t o

p er v a si v e c h a n g e s t o  m et h yl ati o n a n d c hr o m ati n st at e.  C o m-

p art m e nt s  B a n d I a c q uir e d n e ar- u nif or m h y p o m et h yl ati o n i n t u-

m or s a n d  b e c a m e f urt h er e nri c h e d f or t h eir c h ar a ct eri sti c c hr o-

m ati n st at e s,  H 3 K 9 m e 3 a n d  H 3 K 2 7 m e 3, a  p att er n t h at h a s

al s o  b e e n  d e s cri b e d f or h y p o m et h yl at e d l o ci i n  br e a st c a n c er

c ell li n e s ( H o n et al., 2 0 1 2 ). T h e r e or g a ni z e d c o m p art m e nt s  mi g ht

r el at e t o  p h a s e- s e p ar at e d c o n d e n s at e s a n d n u cl e ar f o ci t h o u g ht

t o  pl a y  wi d e-r a n gi n g r ol e s i n g e n e a n d g e n o m e r e g ul ati o n (L ar-

s o n et al., 2 0 1 7 ; Str o m et al., 2 0 1 7 ).  N ot a bl y, hi g h-r e s ol uti o n a n-

al y s e s h a v e i d e nti fi e d s e n e s c e n c e- a s s o ci at e d h et er o c hr o m ati n

f o ci  wit h a c e ntr al  d e n sit y of  H 3 K 9 m e 3- m ar k e d h et er o c hr o m ati n

s urr o u n d e d  b y a ri n g of  H 3 K 2 7 m e 3 ( C h a n dr a a n d  N arit a, 2 0 1 3 ;

S ati et al., 2 0 2 0 ), f e at ur e s c o n si st e nt  wit h o ur t hr e e- c o m p art-

m e nt  m o d el i n t u m or s.

C o m p art m e nt al r e or g a ni z ati o n a p p e ar s t o  b e ti g htl y li n k e d t o

D N A h y p o m et h yl ati o n a n d  pr olif er ati v e hi st or y.  H y p o m et h yl at e d

bl o c k s i n t u m or s c orr e s p o n d t o c o m p art m e nt s  B a n d I,  wit h t h e
m o st s e v er el y h y p o m et h yl at e d l o ci u n d er g oi n g  m or e n e g ati v e

ei g e n v e ct or s hift s, i n di c ati v e of c o m p a cti o n.  M et h yl ati o n l o s s

m a y  b e c a u s al  b e c a u s e  d e m et h yl ati n g a g e nt s  dir e ctl y i n d u c e t o-

p ol o gi c al c h a n g e s.  Alt h o u g h  bl o c k h y p o m et h yl ati o n  w a s i niti all y

d e s cri b e d i n c a n c er, it i s i n cr e a si n gl y r e c o g ni z e d t o  b e a c o m-

m o n f e at ur e of c ell s t h at h a v e a c c u m ul at e d e x c e s s  di vi si o n s,

i n cl u di n g a gi n g a n d s e n e s ci n g c ell s (B er m a n et al., 2 0 1 1 ; Cr ui c k-

s h a n k s et al., 2 0 1 3 ; N or d or et al., 2 0 1 7 ; Ti m p et al., 2 0 1 4 ).

I n d e e d, c o m p art m e nt s  B a n d I  b e c o m e  pr o gr e s si v el y h y p o m e-

t h yl at e d a n d str u ct ur all y r e or g a ni z e d i n  p a s s a g e d fi br o bl a st s.

M or e o v er, c ol o n a d e n o m a s e x hi bit i nt er m e di at e c o m p art m e nt al

h y p o m et h yl ati o n, c o n si st e nt  wit h a r e pli c ati v e hi st or y  b et w e e n

n or m al c ol o n a n d t u m or s.  Alt h o u g h f ut ur e st u di e s ar e n e e d e d

t o e x a mi n e t h e t o p ol o g y of t h e s e a n d ot h er  pr e- m ali g n a nt l e-

si o n s, o ur fi n di n g s s u g g e st t h at c o m p art m e nt al s hift s ar e n ot a

c o n s e q u e n c e of  m ali g n a n c y  b ut, r at h er, ari s e  pr o gr e s si v el y a s

c ell s a c c u m ul at e  di vi si o n s.

W e t h er ef or e  pr o p o s e t h at t h e c o m p art m e nt al r e or g a ni z ati o n

r e fl e ct s a f u n d a m e nt al e pi g e n eti c  pr o c e s s  pri m e d  b y e x c e s s

c ell  di vi si o n s, a  p er s p e cti v e t h at e n a bl e d u s t o i nt er pr et att e n-

d a nt tr a n s cri pti o n al c h a n g e s.  C o m p art m e nt al h y p o m et h yl ati o n

w a s a s s o ci at e d  wit h r e pr e s si o n of c o m p art m e nt  B a n d I g e n e s,

li k el y a s a c o n s e q u e n c e of r e pr e s si v e e pi g e n eti c st at e s t h at ari s e

i n t h e h y p o m et h yl at e d c o m p art m e nt s.  R e pr e s s e d g e n e s  w er e

e nri c h e d f or o n c o g e ni c f u n cti o n s r el at e d t o  E M T, i n v a si o n, a n d

W nt si g n ali n g, l e a di n g u s t o s p e c ul at e t h at t h e t o p ol o gi c al s hift s

pr e s e nt a  b arri er t o t u m ori g e n e si s. I n d e e d,  pri or st u di e s h a v e

s h o w n t h at c ult ur e d c ell s u n d er g oi n g  E M T r e m o d el l ar g e h et er o-

c hr o m ati n  d o m ai n s ( M c D o n al d et al., 2 0 1 1 ).  Alt h o u g h  m o st

c o m p art m e nt  B a n d I g e n e s  w er e  d o w nr e g ul at e d,  C G A s a n d

E R V s  wit h  pr o-i m m u nit y f u n cti o n s  w er e i n d u c e d a n d c o ul d c o m-

pl e m e nt r e stri cti o n of st e m n e s s a n d i n v a si o n  pr o gr a m s t o

r e str ai n  m ali g n a nt  pr o gr e s si o n i n a gi n g c ol o ni c e pit h eli u m or

pr e- m ali g n a nt l e si o n s.
C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 1 4 8 5
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Fi n al s u p p ort f or a  pr o p o s e d t u m or- s u p pr e s si v e r ol e e m er g e d

fr o m o ur a n al y si s of cli ni c al c o h ort s. Fir st,  m et h yl ati o n  pr o fil e s f or

n or m al c ol o n  bi o p si e s r e v e al e d t h at a g e- a s s o ci at e d c o m p art-

m e nt  B a n d I h y p o m et h yl ati o n  w a s a s s o ci at e d  wit h r e d u c e d

c ol or e ct al c a n c er ri s k ( W a n g et al., 2 0 2 0 ), c o n si st e nt  wit h o ur

m o d el a n d  wit h a r e c e nt r e p ort r el ati n g  m or p h ol o gi c al c h a n g e s

i n u ni n v ol v e d c ol o ni c n u cl ei t o t u m or ri s k (Gl a d st ei n et al.,

2 0 1 8 ).  S e c o n d, e x a mi n ati o n of c ol or e ct al t u m or c o h ort s r e-

v e al e d t h at a tr a n s cri pti o n al si g n at ur e of c o m p art m e nt al s hift

w a s  pr e di cti v e of  p ati e nt o ut c o m e a n d li k eli h o o d of  m et a st a si s.

Fi n all y, a  p a n- c a n c er a n al y si s s u g g e st e d t h at t h e c o m p art m e nt al

s hift s a n d t u m or- s u p pr e s si v e eff e ct s  m a y  b e g e n er ali z a bl e t o

ot h er e pit h eli al c a n c er s. F ut ur e st u di e s of t h e s e  p er v a si v e ar c hi-

t e ct ur al c h a n g e s a n d t h eir f u n cti o n al si g ni fi c a n c e i n c a n c er a n d

a gi n g c o ul d i nf or m n e w str at e gi e s f or e arl y  d et e cti o n,  p ati e nt

str ati fi c ati o n, a n d t h er a p e uti c i nt er v e nti o n.
S T A R + M E T H O D S

D et ail e d  m et h o d s ar e  pr o vi d e d i n t h e o nli n e v er si o n of t hi s  p a p er

a n d i n cl u d e t h e f oll o wi n g:

d K E Y  R E S O U R C E S T A B L E

d R E S O U R C E  A V AI L A BI LI T Y
1 4 8
B L e a d  C o nt a ct

B M at eri al s  A v ail a bilit y

B D at a a n d  C o d e  A v ail a bilit y

d E X P E RI M E N T A L  M O D E L  A N D  S U B J E C T  D E T AI L S

B H u m a n t u m or s p e ci m e n s

B C ell li n e s

d M E T H O D  D E T AI L S

B Ti s s u e  di s s o ci ati o n a n d cr o s sli n ki n g

B H y bri d s el e cti o n  bi s ul fit e s e q u e n ci n g

B W h ol e g e n o m e  bi s ul fit e li br ar y  pr e p ar ati o n

B C hI P- s e q

B Hi- C

B Hi C hI P

B R N A- s e q

B El e ctr o n  mi cr o s c o p y

B D N A- FI S H

B Tr e at m e nt  wit h 5- a z a c yti di n e

d Q U A N TI FI C A TI O N  A N D  S T A TI S TI C A L  A N A L Y SI S

B D N A  m et h yl ati o n  d at a  pr e pr o c e s si n g a n d

q u a nti fi c ati o n

B C a n c er- a s s o ci at e d  D N A  m et h yl ati o n alt er ati o n s i n

n or m al c ol o n ti s s u e

B Hi- C a n al y si s

B A s s o ci ati o n of c o m p art m e nt al or g a ni z ati o n  wit h  D N A

h y p o m et h yl ati o n

B Hi C hI P a n al y si s

B C o p y n u m b er v ari a nt a n al y si s

B S N P  A n al y si s

B G e n e e x pr e s si o n a n al y si s

B P a n- c a n c er a n al y si s of g e n e e x pr e s si o n a s s o ci at e d t o

h y p o m et h yl ati o n

B E x cl u si o n of g e n e s of li k el y n o n-t u m or c ell- ori gi n

B S ur vi v al a n al y si s

B C hI P- s e q a n al y si s
6 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0
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B M ol e c ul ar  d y n a mi c s si m ul ati o n  d et ail s

B R a di al  d e n sit y  pr o fil e

B El e ctr o n  Mi cr o s c o p y  A n al y si s

B D N A- FI S H a n al y si s
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H 3 K 9 m e 3 A b c a m C at # 8 8 9 8;  R RI D  A B _ 3 0 6 8 4 8

H 3 K 2 7 m e 3 C ell  Si g n ali n g C at # 9 7 3 3;  R RI D  A B _ 2 6 1 6 0 2 9

H 3 K 3 6 m e 3 A b c a m C at # 9 0 5 0;  R RI D  A B _ 3 0 6 9 6 6

Bi ol o gi c al  S a m pl e s

S e e T a bl e  S 1 f or a li st of  p ati e nt s a m pl e s

i n cl u d e d i n t h e st u d y.

N/ A

C h e mi c al s,  P e pti d e s, a n d  R e c o m bi n a nt  Pr ot ei n s

A z a citi di n e ( 5- a z a citi di n e) S ell e c k c h e m S 1 7 8 2

Tri et h a n ol a mi n e Si g m a 9 0 2 7 9

A c eti c  A n h y dri d e Si g m a 3 2 0 1 0 2

F or m a mi d e Si g m a 4 7 6 7 1

C X 1 7 2 3  S u p el c o  Citri c  A ci d,  A n h y dr o u s Si g m a C X 1 7 2 3

T h er m o  S ci e nti fi c R N a s e  A,  D N a s e a n d

pr ot e a s e-fr e e ( 1 0  m g/ m L)

T h er m o S ci e nti fi c E N 0 5 3 1

D e xtr a n s ulf at e s o di u m s alt fr o m

L e u c o n o st o c s p p.

Si g m a D 8 9 0 6

I n vitr o g e n  D A PI ( 4’, 6- Di a mi di n o- 2- P h e n yli n d ol e,

Di h y dr o c hl ori d e)

T h er m o Fi s h er D 1 3 0 6

Sl o w F a d e  G ol d  A ntif a d e  M o u nt a nt I n vitr o g e n S 3 6 9 3 6

Ti s s u e- T e k*  O. C. T.  C o m p o u n d V W R/ S a k ur a 2 5 6 0 8- 9 3 0

Oli g o  P o ol, 1 6 0 m er s T wi st  Bi o s ci e n c e s

T a q  p ol y m er a s e T h er m o Fi s h er 1 8 0 3 8 0 4 2

M a xi m a  H  Mi n u s  R e v er s e Tr a n s cri pt a s e ( 2 0 0  U/ m L) T h er m o Fi s h er E P 0 7 5 1

Criti c al  C o m m er ci al  A s s a y s

N e xt er a  D N A Li br ar y  Pr e p  Kit (f or  Hi C hI P) Ill u mi n a 2 0 0 1 8 7 0 4

N E X T F L E X  bi s ul fit e li br ar y  pr e p kit P er ki n  El m er N O V A- 5 1 1 9 - 0 1

Hi S cri b e T 7  Hi g h  Yi el d  R N A  S y nt h e si s  Kit N E B E 2 0 4 0 S

K a p a  Hi Fi  H ot st art  P C R  Kit R o c h e # K K 2 5 0 2

D e p o sit e d  D at a

I m a gi n g  d at a T hi s  p a p er M e n d el e y  d at a: htt p s:// d x. d oi. or g/ 1 0. 1 7 6 3 2/ 6 k 4 hjf w 7 6. 1

R a w a n d  pr o c e s s e d s e q u e n ci n g  d at a T hi s  p a p er G E O:  G S E 1 3 3 9 2 8

E x p eri m e nt al  M o d el s:  C ell Li n e s

H C T 1 1 6 A T C C C C L- 2 4 7

S W 4 8 0 A T C C C C L- 2 2 8

L S 1 7 4 T A T C C C L- 1 8 8

R K O A T C C C R L- 2 5 7 7

F H C A T C C C R L- 1 8 3 1

WI 3 8 C ori ell A G 0 6 8 1 4- N

Oli g o n u cl e oti d e s

C hr 1 2  Pr o b e F- f or  D N A FI S H  pr o b e  pr e p ar ati o n I D T C G G T C C C G T C C G A G G T A T A C

C hr 1 2  Pr o b e  R- f or  D N A FI S H  pr o b e  pr e p ar ati o n I D T T C C A A T A C G C A C C G A T C G A G

(C o nti n u e d o n n e xt  p a g e )

e 1 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9. e 1 – e 1 1,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0

https://dx.doi.org/10.17632/6k4hjfw76.1


C o nti n u e d

R E A G E N T or  R E S O U R C E  S O U R C E I D E N TI FI E R

c hr 1 2 _ A _ all ( S e c o n d ar y 1  Bi n di n g  Sit e) F I D T C A C C G A C G T C G C A T A G A A C G G A A G A G C G T G T G

G A C A G C C G G T T C G G T C G T T C

c hr 1 2 _ A _ all ( S e c o n d ar y 1  Bi n di n g  Sit e)  R I D T T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G C G G T C C C G T C C G

A G G T A T A C

c hr 1 2 _ B _ all ( S e c o n d ar y 5  Bi n di n g  Sit e) F I D T T A G C G C A G G A G G T C C A C G A C G T G C A A G G G T G

T T C G T T C A C C G C G C G T T G A A G

c hr 1 2 _ B _ all ( S e c o n d ar y 5  Bi n di n g  Sit e)  R I D T T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G C G G T C C C G T C C G

A G G T A T A C

c hr 1 2 _I _ all ( S e c o n d ar y 6  Bi n di n g  Sit e) F I D T C A C A C G C T C T C C G T C T T G G C C G T G G T C G A T C A

G C G A T C T G C G C A T G G T A A T C

c hr 1 2 _I _ all ( S e c o n d ar y 6  Bi n di n g  Sit e)  R I D T T A A T A C G A C T C A C T A T A G G G C G G T C C C G T C C G

A G G T A T A C

S e c o n d ar y 1-  Al e x a 4 8 8 I D T A C A C A C G C T C T T C C G T T C T A T G C G A C G T C G G T G A

S e c o n d ar y 1-  Al e x a 6 4 7 I D T A C A C A C G C T C T T C C G T T C T A T G C G A C G T C G G T G A

S e c o n d ar y 5-  Att o 5 6 5 I D T A C A C C C T T G C A C G T C G T G G A C C T C C T G C G C T A

S e c o n d ar y 6-  Al e x a 6 4 7 I D T T G A T C G A C C A C G G C C A A G A C G G A G A G C G T G T G

S oft w ar e a n d  Al g orit h m s

J ui c e b o x D ur a n d et al., 2 0 1 6 htt p:// ai d e nl a b. or g/j ui c e b o x/

C ell  Pr o fil er M c Q ui n et al., 2 0 1 8 v er si o n 3. 1. 9

FI JI S c hi n d eli n et al., 2 0 1 2 v er si o n 2. 0. 0-r c- 6 9/ 1. 5 2 p

Hi C- Pr o S er v a nt et al., 2 0 1 5 v er si o n 2. 1 0. 0

Bi o c o n d u ct or H u b er et al., 2 0 1 5 r el e a s e 3. 1 1

C o d e s u p p orti n g t hi s st u d y T hi s  p a p er htt p s:// git h u b. c o m/ ar y e el a b/ c ol o n- d n a-t o p ol o g y

Oli g o Mi n er s cri pt s B eli v e a u et al., 2 0 1 2 htt p s:// git h u b. c o m/ b eli v e a u -l a b/ Oli g o Mi n er

ll
A rti cl e
R E S O U R C E  A V AI L A BI LI T Y

L e a d  C o nt a ct

F urt h er i nf or m ati o n a n d r e q u e st s f or r e s o ur c e s a n d r e a g e nt s s h o ul d  b e  dir e ct e d t o t h e L e a d  C o nt a ct,  Br a dl e y  B er n st ei n ( B er n st ei n.

Br a dl e y @ m g h. h ar v ar d. e d u ).

M at e ri al s  A v ail a bilit y

N o u ni q u e r e a g e nt s  w er e g e n er at e d f or t hi s st u d y.

D at a  a n d  C o d e  A v ail a bilit y

All n e xt g e n er ati o n s e q u e n ci n g  d at a g e n er at e d i n t h e st u d y  w er e  d e p o sit e d at  d b G a P a n d t h e  G e n e  E x pr e s si o n  O m ni b u s ( G E O):

G S E 1 3 3 9 2 8.  Ori gi n al  d at a i n cl u di n g all r a w  mi cr o s c o p y i m a g e s  w er e  d e p o sit e d at  M e n d el e y  D at a: htt p s:// d x. d oi. or g/ 1 0. 1 7 6 3 2/

6 k 4 hj kf w 7 6. 1 .  C o d e s u p p orti n g t h e st u d y i s  d e p o sit e d at  Git h u b: htt p s:// git h u b. c o m/ ar y e el a b/ c ol o n- d n a-t o p ol o g y/ .

E X P E RI M E N T A L  M O D E L  A N D  S U B J E C T  D E T AI L S

H u m a n t u m o r s p e ci m e n s

T u m or s i n cl u d e d i n t hi s c o h ort ar e eit h er c oll e ct e d a s  p art of a  M a s s a c h u s ett s  G e n er al  H o s pit al ( M G H)  P at h ol o g y  di s c ar d e d ti s s u e

t u m or  b a n ki n g  pr ot o c ol or o n a c o n s e nt e d  pr ot o c ol.  All s a m pl e s  w er e a c q uir e d  wit h I n stit uti o n al  R e vi e w  B o ar d a p pr o v al

( 2 0 1 2 P 0 0 1 4 7 5/ P H S). F or t h e  di s c ar d e d ti s s u e c o h ort, t h e ti s s u e  w a s c oll e ct e d fr o m c ol o ni c a d e n o c ar ci n o m a s at t h e ti m e of s ur gi c al

r e s e cti o n at  M G H  pri or t o 2 0 1 5 a n d s a v e d a s  p art of a  d e-i d e nti fi e d ti s s u e  b a n k.  A s a  d e-i d e nti fi e d c o h ort, n o cli ni c al  d at a i s a v ail a bl e.

A s e c o n d s et of t u m or s c a m e fr o m  p ati e nt s at t h e  M G H  w h o  w er e c o n s e nt e d  pr e o p er ati v el y t o t a k e  p art i n t h e st u d y. F or a s u b s et of

t h e s e  p ati e nt s, n or m al c ol o n  w a s t a k e n fr o m a dj a c e nt n or m al ar e a s i n r e s e cti o n s p e ci m e n s fr o m c o n s e nt e d  p ati e nt s.  B ot h n or m al

a n d t u m or ti s s u e fr o m t h e c o n s e nt e d c o h ort  w a s s n a p fr o z e n.  A s u m m ar y of t h e ti s s u e ( n or m al a n d t u m or) s a m pl e s i s  pr o vi d e d i n

T a bl e  S 1 . T u m or g e n ot y pi n g  w a s  b a s e d o n t h e  S N a P s h ot a s s a y,  p erf or m e d at  M a s s a c h u s ett s  G e n er al  H o s pit al (Di a s- S a nt a g at a

et al., 2 0 1 0 ).  O ur cli ni c al c o h ort i n cl u d e d 2 6 t u m or s, a n d 7 n or m al c ol o n ti s s u e s a m pl e s (T a bl e  S 1 ).
C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9. e 1 – e 1 1,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 e 2

mailto:Bernstein.Bradley@mgh.harvard.edu
mailto:Bernstein.Bradley@mgh.harvard.edu
https://dx.doi.org/10.17632/6k4hjkfw76.1
https://dx.doi.org/10.17632/6k4hjkfw76.1
https://github.com/aryeelab/colon-dna-topology/
http://aidenlab.org/juicebox/
https://github.com/aryeelab/colon-dna-topology
https://github.com/beliveau-lab/OligoMiner


ll
A rti cl e
C ell li n e s

O ur i n vitr o m o d el s i n cl u d e d c ol o n c a n c er c ell li n e s ( H C T 1 1 6,  S W 4 8 0,  R K O, L S- 1 7 4 T), a li n e  d eri v e d fr o m n or m al f et al c ol o ni c e pit h e-

li u m ( F H C) a n d a  pri m ar y fi br o bl a st li n e ( WI- 3 8).  C ol o n c ell li n e s  w er e  p ur c h a s e d fr o m  A T C C:  H C T 1 1 6 ( C C L- 2 4 7),  S W 4 8 0 ( C C L- 2 2 8),

L S 1 7 4- T( C L- 1 8 8),  R K O ( C R L- 2 5 7 7) a n d F H C ( C R L- 1 8 3 1). T h e  pri m ar y fi br o bl a st li n e  WI 3 8  w a s o bt ai n e d fr o m  C ori ell ( A G 0 6 8 1 4- N).

H C T 1 1 6 a n d  S W 4 8 0  w er e gr o w n i n  M c C o y’ s 5 A  m e di u m ( GI B C O 1 6 6 0 0 0 8 2), 1 0 % F B S a n d 0. 5 %  p e n- str e p ( GI B C O 1 0 3 7 8 0 1 6).

L S 1 7 4 T a n d  R K O  w er e gr o w n i n  E M E M ( A T C C 3 0- 2 0 0 3), 1 0 % F B S a n d  p e n- str e p ( GI B C O 1 0 3 7 8 0 1 6). F H C  w a s c ult ur e d a s  p er

A T C C i n  D M E M/ F 1 2  m e di a ( A T C C 3 0- 2 0 0 6), 2 5 m M  H E P E S, 1 0 n g/ ml c h ol er a t o xi n, 0. 0 0 5  m g/ ml i n s uli n, 0. 0 0 5  m g/ ml tr a n sf erri n,

1 0 0 n g/ ml h y dr o c orti s o n e, 2 0 n g/ ml r e c o m bi n a nt  E G F ( T h er m o Fi s h er  P H G 0 3 1 1) a n d 1 0 % F B S.  WI 3 8  w a s c ulti v at e d i n  E M E M

wit h 1 5 % F B S a n d  p a s s a g e d s eri all y ( a p pr o xi m at el y t wi c e  w e e kl y) f or 1 4  w e e k s.

M E T H O D  D E T AI L S

Ti s s u e  di s s o ci ati o n  a n d  c r o s sli n ki n g

T u m or a n d n or m al c ol o n s a m pl e s  w er e  di c e d o n  dr y i c e i nt o s m all ( < 1 m m)  pi e c e s a n d r e s u s p e n d e d i n i c e c ol d  P B S ( GI B C O 1 0 0 1 0-

0 2 3).  W h e n cr o s sli n ki n g, f or m al d e h y d e  w a s a d d e d t o 1 % a n d ti s s u e  w a s r ot at e d at r o o m t e m p er at ur e ( R T) f or 1 5  mi n ut e s.  Gl y ci n e

( 2. 5  M)  w a s a d d e d t o  q u e n c h t h e f or m al d e h y d e a n d s a m pl e s  w er e r ot at e d f or a n a d diti o n al 5  mi n ut e s at  R T. F or c ell li n e s, c ell s  w er e

p ell et e d, cr o s sli n k e d i n 1 % f or m al d e h y d e f or 1 0  mi n ut e s at 3 7  d e gr e e s a n d  q u e n c h e d  wit h 2. 5 M gl y ci n e.  All cr o s sli n k e d s a m pl e s

w er e  w a s h e d i n i c e c ol d  P B S  wit h  pr ot e a s e i n hi bit or s,  p ell et e d a n d fl a s h fr o z e n i n li q ui d nitr o g e n.

H y b ri d s el e cti o n  bi s ul fit e s e q u e n ci n g

T ot al g e n o mi c  D N A  w a s i s ol at e d u si n g t h e  D N A e a s y  Bl o o d  & Ti s s u e  Kit ( QI A G E N) a n d s h e ar e d u si n g t h e  C o v ari s L E 2 2 0.  A m p ur e  X P

b e a d s ( A g e n c o urt)  w er e t h e n u s e d t o si z e s el e ct g D N A fr a g m e nt s  wit hi n 1 5 0- 3 2 0 b p, a n d s h e ar e d  di stri b uti o n  w a s v eri fi e d vi a  Bi o-

A n al y z er ( A gili e nt)  pri or t o c o nti n u ati o n.  S h e ar e d g e n o mi c  D N A ( 1 u g)  w a s t h e n g e n er at e d i nt o a s e q u e n ci n g li br ar y vi a e n d r e p air, 3 0 A

b a s e t aili n g ( K A P A  H y p er  Pr e p  Kit # K K 8 5 0 2) a n d s e q u e n ci n g a d a pt or li g ati o n ( R o c h e  S e q C a p  E pi  E nri c h m e nt  S y st e m).  P o st-li g ati o n

cl e a n- u p  w a s  p erf or m e d u si n g  A m p ur e  X P  b e a d s. F oll o wi n g  b e a d cl e a n- u p,  D N A li br ar y  w a s t h e n  bi s ul fit e c o n v ert e d u si n g t h e  E Z

D N A  M et h yl ati o n- Li g ht ni n g  Kit ( Z y m o  R e s e ar c h) a n d a m pli fi e d vi a  P C R u si n g  K A P A  Hi Fi  U +  H ot St art  R e a d y Mi x ( K A P A # K K 2 8 0 0).

E q u al c o n c e ntr ati o n of e a c h  bi s ul fit e- c o n v ert e d li br ar y  w a s t h e n c o m bi n e d i n s et s of eit h er t hr e e or f o ur li br ari e s/ p er  p o ol al o n g

wit h  S e q C a p  E pi u ni v er s al  & i n d e xi n g oli g o s a n d  bi s ul fit e c a pt ur e e n h a n c er ( S e q C a p  E pi  A c c e s s or y  Kit).  E a c h  p o ol  w a s s u b s e q u e ntl y

l y o p hili z e d u si n g T O M Y  Mi cr o- V a c ( M V 1 0 0) a n d r e s u s p e n d e d i n h y bri di z ati o n  b uff er ( S e q C a p  E pi  H y bri di z ati o n a n d  W a s h  Kit)  pri or t o

b ei n g h y bri di z e d t o  S e q C a p  E pi  Pr o b e  P o ol ( R o c h e) f or 7 2 h o ur s at 4 7 C i n a t h er m o c y cl er  wit h a h e at e d li d at 5 7 C. F oll o wi n g t h e 7 2-

h o ur i n c u b ati o n, c a pt ur e d  bi s ul fit e- c o n v ert e d li br ari e s  w er e r e c o v er e d ( S e q C a p  P ur e  C a pt ur e  B e a d  Kit) at 4 7 C i n a t h er m o c y cl er f or

4 5  mi n ut e s,  wit h i nt er m e di at e v ort e xi n g e v er y 1 5  mi n ut e s.  C a pt ur e  b e a d s  w er e t h e n  w a s h e d ( S e q C a p  H y bri di z ati o n a n d  W a s h  Kit) i n

a 4 7 C  w at er  b at h at r o o m t e m p er at ur e, r e s p e cti v el y.  C a pt ur e d  bi s ul fit e- c o n v ert e d li br ari e s  w er e a m pli fi e d vi a  P C R ( S e q C a p  E pi

A c c e s s or y  Kit). Li br ari e s  w er e s e q u e n c e d  wit h 1 0 %  P hi X s pi k e-i n a s 1 0 0- b a s e  p air e d e n d r e a d s o n t h e  Hi S e q 2 5 0 0 i n r a pi d r u n  m o d e.

W h ol e  g e n o m e  bi s ul fit e li b r a r y  p r e p a r ati o n

T ot al g e n o mi c  D N A  w a s i s ol at e d u si n g t h e  D N A e a s y  Bl o o d  & Ti s s u e  Kit ( QI A G E N) a n d f or e a c h s a m pl e, o n e  mi cr o gr a m of  D N A  w a s

s h e ar e d u si n g t h e  C o v ari s L E 2 2 0. Li br ari e s  w er e  pr e p ar e d a c c or di n g t o  m a n uf a ct ur er’ s i n str u cti o n s u si n g t h e  N E X T F L E X  bi s ul fit e

li br ar y  pr e p kit ( N O V A- 5 1 1 9- 0 1). Li br ari e s  w er e s e q u e n c e d o n t h e Ill u mi n a  N e xt S e q 5 0 0 i n str u m e nt.

C hI P - s e q

W e g e n er at e d c hr o m ati n st at e  m a p s ( H 3 K 2 7 a c,  H 3 K 3 6 m e 3,  H 3 K 9 m e 3 a n d  H 3 K 2 7 m e 3) a n d  bi n di n g  pr o fil e s f or t h e  C T C F i n s ul at or

pr ot ei n  b y  C hI P- s e q.  C hI P- s e q  w a s  p erf or m e d a s  d e s cri b e d  pr e vi o u sl y ( Li a u et al., 2 0 1 7 ). I n  bri ef, cr o s sli n k e d c ell s  w er e l y s e d a n d

D N A  w a s s h e ar e d t o  b et w e e n 4 0 0 a n d 2, 0 0 0  b a s e  p air fr a g m e nt s.  A nti b o di e s  w er e a s f oll o w s:  C T C F ( C ell si g n ali n g # 3 4 1 8),  H 3 K 2 7 a c

( A cti v e  M otif # 3 9 1 3 3),  H 3 K 9 m e 3 ( A b c a m # 8 8 9 8),  H 3 K 2 7 m e 3 ( C ell  Si g n ali n g # 9 7 3 3 5) a n d  H 3 K 3 6 m e 3 ( A b c a m # 9 0 5 0).  C hI P  D N A  w a s

u s e d t o g e n er at e s e q u e n ci n g li br ari e s  b y e n d r e p air ( E n d-It  D N A r e p air kit,  E pi c e nt er), 3 0 A  b a s e o v er h a n g a d diti o n vi a  Kl e n o w fr a g-

m e nt ( N E B), a n d li g ati o n of  b ar c o d e d s e q u e n ci n g a d a pt er s.  B ar c o d e d fr a g m e nt s  w er e a m pli fi e d vi a  P C R. Li br ari e s  w er e s e q u e n c e d

a s 3 8- b a s e  p air e d- e n d r e a d s o n a n Ill u mi n a  N e xt S e q 5 0 0 i n str u m e nt.

Hi - C

Hi- C  m a p s of c hr o m o s o m e t o p ol o g y  w er e i niti all y g e n er at e d f or a c o h ort of 7  pri m ar y t u m or s, 4 n or m al c ol o n ti s s u e s a m pl e s a n d 5

c ell li n e s ( c o h ort 1; T a bl e  S 1 ).  W e t h e n c o n fir m e d o ur r e s ult s  b y a c q uiri n g  Hi- C  d at a f or a v ali d ati o n c o h ort of 5 t u m or s a n d 3 n or m al

c ol o n s a m pl e s ( c o h ort 2; T a bl e  S 1 ).

I n sit u Hi- C  w a s  p erf or m e d a s  d e s cri b e d  pr e vi o u sl y ( R a o et al., 2 0 1 4 ). I n  bri ef, cr o s sli n k e d c ell s or t u m or  w er e t h a w e d o n i c e i n  Hi- C

l y si s  b uff er. Ti s s u e s a m pl e s  w er e  m e c h a ni c all y  di sr u pt e d  wit h t h e  Bi o m a s h er ti s s u e gri n d er ( Ki m bl e  C h a s e). Ti s s u e a n d c ell li n e

s a m pl e s  w er e  p er m e a bili z e d i n 0. 5 %  S D S at 3 7  d e gr e e s,  q u e n c h e d  wit h Trit o n  X- 1 0 0 a n d c hr o m ati n  w a s  di g e st e d  wit h 1 0 0-

2 0 0 U  M b oI at 3 7  d e gr e e s o v er ni g ht.  N u cl ei  w er e t h e n  p ell et e d, e n d s  w er e  m ar k e d  wit h  bi oti n- 1 4- d A T P ( T h er m o Fi s h er 1 9 5 2 4 0 1 6)

a n d c hr o m ati n  w a s li g at e d f or 5 h o ur s  b y T 4  D N A li g a s e ( M 0 2 0 2).  S a m pl e s  w er e tr e at e d  wit h  pr ot ei n a s e  K at 5 5  d e gr e e s f or 3 0  mi n ut e s
e 3 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9. e 1 – e 1 1,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0
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a n d cr o s s-li n k s  w er e r e v er s e d at 6 8  d e gr e e s o v er ni g ht.  D N A  w a s et h a n ol  pr e ci pit at e d a n d s h e ar e d o n a  C o v ari s L E 2 2 0.  D N A  w a s

cl e a n e d u p vi a  A M P ur e  X P  b e a d s ( B e c k m a n  C o ult er,  A 6 3 8 8 1) a n d  q u a nti fi e d  b y  Q u bit  d s D N A  Hi g h  S e n siti vit y  A s s a y ( Lif e T e c h n ol-

o gi e s,  Q 3 2 8 5 4).  S a m pl e s  w er e  b o u n d t o  D y n a b e a d s  M y O n e  Str e pt a vi di n T 1  b e a d s ( Lif e t e c h n ol o gi e s, 6 5 6 0 2) a n d  w a s h e d.  E n d

r e p air,  d A T P att a c h m e nt a n d a d a pt or li g ati o n  w a s  p erf or m e d. Fi n al  P C R a m pli fi c ati o n  w a s  p erf or m e d u si n g  b ar c o d e d s e q u e n ci n g

pri m er s a n d  P C R. Li br ari e s  w er e  p uri fi e d u si n g  A M P ur e  X P  b e a d s a n d s e q u e n c e d o n eit h er a  N e xt S e q 5 0 0 ( 1 5 0 c y cl e kit),  Hi S e q 2 5 0 0

( hi g h o ut p ut; 2 0 0 c y cl e kit) or  N o v a S e q  S 4 ( 2 0 0 c y cl e s).

Hi C hI P

W e a c q uir e d  S M C 1  Hi C hI P  d at a f or c o h ort 1 ( T a bl e  S 1 ).  Hi C hI P  w a s  p erf or m e d a s  d e s cri b e d  pr e vi o u sl y (M u m b a c h et al., 2 0 1 6 ).

Bri e fl y, cr o s sli n k e d s a m pl e s  w er e l y s e d i n  Hi- C l y si s  b uff er a n d c hr o m ati n  w a s  p er m e a bili z e d i n 0. 5 %  S D S at 6 3 C f or 1 0  mi n ut e s.

C hr o m ati n  w a s  di g e st e d  wit h  M b oI f or 2 h o ur s at 3 7 C.  O v er h a n g s  w er e fill e d i n a n d  m ar k e d  wit h  Bi oti n- d A T P ( T h er m o Fi s h er

1 9 5 2 4 0 1 6), a n d e n d s  w er e li g at e d  wit h T 4  D N A Li g a s e ( N E B  M 0 2 0 2) f or 4 h o ur s at r o o m t e m p er at ur e.  N u cl ei  w er e  p ell et e d a n d l y s e d

a n d c hr o m ati n  w a s s h e ar e d o n t h e  C o v ari s  E 2 2 0  wit h t h e f oll o wi n g c o n diti o n s: Fill l e v el 5,  D ut y  C y cl e 5,  PI P 1 4 0,  C y cl e s/ b ur st 2 0 0,

Ti m e 4  mi n ut e s.  S a m pl e s  w er e cl ari fi e d,  dil ut e d i n  C hI P  dil uti o n  b uff er a n d  pr e cl e ar e d  wit h  Pr ot ei n  G  b e a d s (I n vitr o g e n 1 1 2 0 5 D) f or 1

h o ur at 4 C.  S a m pl e s  w er e cl e ar e d o n  m a g n et a n d s u p er n at a nt  w a s a d d e d t o a nti b o d y.  C hr o m ati n  w a s  C hI P’ d o v er ni g ht at 4 C  wit h

r ot ati o n.  Pr ot ei n  G  b e a d s  w er e a d d e d a n d i n c u b at e d f or 2 h o ur s at 4 C  wit h r ot ati o n.  B e a d s  w er e  w a s h e d  wit h l o w s alt, hi g h s alt a n d

Li Cl  b uff er.  S a m pl e  w a s el ut e d i n  C hI P el uti o n  b uff er, tr e at e d  wit h  Pr ot ei n a s e  K a n d cr o s sli n k s  w er e r e v er s e d.  D N A  w a s  p uri fi e d u si n g

t h e  Z y m o cl e a n  & c o n c e ntr at e kit ( D C C- 1 0 0).  Str e pt a vi di n  M 2 8 0  b e a d s (I n vitr o g e n 1 1 2 0 5 D)  w er e  w a s h e d a n d r e s u s p e n d e d i n 2 x

bi oti n  bi n di n g  b uff er a n d  D N A  w a s  b o u n d f or 1 5  mi n ut e s at r o o m t e m p er at ur e.  B e a d s  w er e  w a s h e a n d T n 5 fr a g m e nt ati o n  w a s c arri e d

o ut a s  p er  M u m b a c h et al., 2 0 1 6,  wit h  dil uti o n s of T n 5 t o  pr o c e s s l o w i n p ut s a m pl e s. Li br ari e s  w er e a m pli fi e d u si n g t h e  N e xt er a  D N A

Li br ar y  Pr e p kit (Ill u mi n a).  M at eri al  w a s cl e a n e d u p u si n g  A m p ur e  X P  b e a d s. Li br ari e s  w er e s e q u e n c e d o n  N e xt S e q 5 0 0 ( 1 5 0 c y cl e kit)

or t h e  Hi S e q 2 5 0 0 ( hi g h o ut p ut; 2 0 0 c y cl e kit).

R N A - s e q

W h ol e  R N A  w a s e xtr a ct e d u si n g t h e  QI A G E N  R N e a s y kit a c c or di n g t o t h e  m a n uf a ct ur er’ s  pr ot o c ol. F or  R N A- s e q li br ar y  pr e p ar ati o n,

P ol y( A) + R N A  w a s e nri c h e d u si n g  m a g n eti c oli g o( d T)- b e a d s ( Lif e T e c h n ol o gi e s) a n d t h e n li g at e d t o  R N A a d a pt or s f or s e q u e n ci n g.

R N A- s e q  w a s  p erf or m e d  wit h t w o  bi ol o gi c al r e pli c at e s  p er c ol o n c a n c er li n e a n d i n si n gli c at e f or t u m or s a m pl e s. Li br ari e s  w er e

s e q u e n c e d a s 3 8- b a s e  p air e d- e n d r e a d s o n a n Ill u mi n a  N e xt S e q 5 0 0 i n str u m e nt.

El e ct r o n  mi c r o s c o p y

Fr e s h ti s s u e  bi o p si e s  w er e  pl a c e d  dir e ctl y i nt o  E M fi x ati v e ( 2. 5 % gl ut ar al d e h y d e, 2. 0 %  p ar af or m al d e h y d e, 0. 0 2 5 c al ci u m c hl ori d e i n

a 0. 1 M s o di u m c a c o d yl at e  b uff er,  p H 7. 4) a n d all o w e d t o fi x f or 3 h o ur s at r o o m t e m p er at ur e or  O N at 4 C. F urt h er  pr o c e s si n g  w a s

d o n e i n a n  E M S ( El e ctr o n  Mi cr o s c o p y  S ci e n c e s) L y n x ll a ut o m ati c ti s s u e  pr o c e s s or.  Bri e fl y, ti s s u e s  w er e  p o st- fi x e d  wit h o s mi u m t e-

tr o xi d e,  d e h y dr at e d i n a s eri e s of et h a n ol s ol uti o n s, e n  bl o c k st ai n e d i n t h e 7 0 % et h a n ol st e p  wit h ur a n yl a c et at e, f urt h er  d e h y dr at e d

i n 1 0 0 % et h a n ol a n d  pr o p yl e n e o xi d e. Ti s s u e s  w er e i n filtr at e d i n a s eri e s of  pr o p yl e n e o xi d e,  E p o n  mi xt ur e s a n d e m b e d d e d i n  p ur e

E p o n. T h e  E p o n  bl o c k s  w er e  p ol y m eri z e d o v er ni g ht i n a 6 0 C o v e n.  O n e  mi cr o n s e cti o n s  w er e c ut u si n g gl a s s k ni v e s a n d st ai n e d  wit h

t ol ui di n e  bl u e.  R e pr e s e nt ati v e ar e a s  w er e c h o s e n  b y li g ht  mi cr o s c o p y. T hi n s e cti o n s  w er e c ut u si n g a n L K B ultr a mi cr ot o m e a n d  di a-

m o n d k nif e. T h e s e cti o n s  w er e st ai n e d  wit h  S at o’ s l e a d st ai n a n d e x a mi n e d  wit h a F EI  M o g a g ni tr a n s mi s si o n el e ctr o n  mi cr o s c o p e.

I m a g e s  w er e c a pt ur e d  wit h a n  A M T ( A d v a n c e d  Mi cr o s c o p y T e c h ni q u e s) 2 K  di git al  C C D c a m er a.

D N A - FI S H

G e n e r ati o n  of  D N A - FI S H  p r o b e s

B a s e d o n e vi d e n c e of  C N V st a bilit y i n t u m or s  wit h a v ail a bl e  bi ol o gi c al  m at eri al, c hr o m o s o m e 1 2  w a s c h o s e n f or v ali d ati o n e x p eri-

m e nt s.  O nl y t h e  p- ar m of c hr o m o s o m e 1 2  w a s c o n si d er e d t o a v oi d  m e a s uri n g ar m-r el at e d  diff er e n c e s i n n u cl e ar  p o siti o ni n g. F or

c o m p art m e nt s  A a n d  B, c o n s e c uti v e r e gi o n s of at l e a st 3 0 0 K b  wit h a b s ol ut e  P C 1 v al u e s l ar g er t h a n 0. 5 i n n or m al c ol o n  w er e i d e n-

ti fi e d ( s e e  m et h o d s s e cti o n of ei g e n v e ct or  d e c o m p o siti o n of  Hi- C  m atri c e s). F or t h e s e c o n s e c uti v e s e g m e nt s, t h e 1 0 0 K b r e gi o n s at

t h e  mi d dl e of e a c h s e g m e nt  w er e s el e ct e d. F or c o m p art m e nt I, a s et of 1 0 0 K b r e gi o n s  w a s s el e ct e d s o t h at t h eir li n e ar  di st a n c e s t o

t h e  B c a n di d at e r e gi o n s  w a s e q ui v al e nt t o t h e  di st a n c e  b et w e e n t h e  A c a n di d at e r e gi o n s a n d t h e  B c a n di d at e r e gi o n s. F urt h er m or e,

t h e c a n di d at e r e gi o n s  w er e s cr e e n e d t o h a v e t h e s a m e c o m p art m e nt- s p e ci fi c c h ar a ct eri sti c s i n  H C T 1 1 6 c ell s. T h e n, oli g o p ai nt li-

br ari e s  w er e  d e si g n e d u si n g t h e  Oli g o mi n er  pi p eli n e ( B eli v e a u et al., 2 0 1 2 ).  S p e ci fi c all y, c a n di d at e r e gi o n s  w er e  mi n e d f or  pr o b e s

u si n g t h e l e n gt h r e q uir e m e nt of 8 0 n u cl e oti d e s of h o m ol o g y,  m elti n g t e m p er at ur e r a n g e of 4 7- 8 0 C, a n d  d ef a ult s etti n g s f or t h e r e-

m ai ni n g  Oli g o mi n er  p ar a m et er s.  R e s ulti n g oli g o s yi el d e d a n a v er a g e  pr o b e  d e n sit y of 4. 6  pr o b e s/ k b.  A n oli g o  p o ol ( T wi st  Bi o s ci e n c e)

w a s s y nt h e si z e d s u c h t h at all  pr o b e s t ar g eti n g  A,  B, or I r e gi o n s c o ul d  b e cr e at e d i n a g gr e g at e.  Si n gl e- str a n d e d  pr o b e s  w er e  pr o-

d u c e d u si n g  P C R, T 7  R N A s y nt h e si s, a n d r e v er s e tr a n s cri pti o n a s  d e s cri b e d  pr e vi o u sl y ( R o si n et al., 2 0 1 8 ; S h a v- T al, 2 0 1 3 ).

D N A - FI S H  o n ti s s u e

F or  D N A- FI S H, ti s s u e s a m pl e s  w er e fi x e d i n 4 %  p ar af or m al d e h y d e ( Fi s h er S ci e nti fi c, 1 5 7 1 0) f or 2 h o ur s,  w a s h e d i n 1 X  P B S a n d

s o a k e d f or 2 x 1 0  mi n ut e s i n 0. 5 M  N H 4 Cl ( 2 6. 6 g/ L i n  P B S,  Si g m a- Al dri c h, 2 1 3 3 3 0). T h e s a m pl e s  w er e cr y o pr ot e ct e d  b y o v er ni g ht

i n c u b ati o n i n 3 0 %  w/ v s u cr o s e ( Si g m a- Al dri c h,  S 0 3 8 9) i n  P B S at 4 C, n ut ati n g. T h e n e xt  m or ni n g, t h e s u cr o s e  w a s r e pl a c e d  wit h
C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9. e 1 – e 1 1,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 e 4
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3 0 % s u cr o s e, 5 0 %  O C T ( Ti s s u e- T e k*  O. C. T.  C o m p o u n d,  S a k ur a, 2 5 6 0 8- 9 3 0) f or t w o h o ur s at 4 C, n ut ati n g. T h e y  w er e e m b e d d e d i n

pl a sti c  p e el- a w a y  m ol d s i n  O C T, fr o z e n o n a c ol d  bl o c k i n li q ui d nitr o g e n, a n d st or e d i n t h e fr e e z er u ntil s e cti o ni n g. 5 m m s e cti o n s  w er e

s e cti o n e d u si n g a cr y o st at, c oll e ct e d o n  S u p erfr o st  Pl u s  mi cr o s c o p e sli d e s ( Fi s h er S ci 2 2- 0 3 7- 2 4 6) a n d st or e d at 2 0 C.

Sli d e s  w er e t h a w e d at r o o m t e m p er at ur e f or 3 0’ a n d r e h y dr at e d i n 1 0  m M s o di u m citr at e f or 5 0.  N e xt, t h e sli d e s  w er e i n c u b at e d f or

1 0’ i n 1 0  m M s o di u m citr at e at 8 0 C a n d all o w e d t o c o ol  d o w n at r o o m t e m p er at ur e f or 3 0’. T h e y  w er e  w a s h e d t wi c e at 2 X  S S C, 5 0

e a c h, a n d tr a n sf err e d t o 5 0 % f or m a mi d e ( Si g m a  Al dri c h, F 9 0 3 7) i n 2 X  S S C T ( S S C  + 0. 1 % T w e e n- 2 0) f or at l e a st 1 h. F oll o wi n g  d e n a-

t ur ati o n, t h e ti s s u e  w a s  d e h y dr at e d i n a n et h a n ol r o w ( 7 0 %, 9 5 %, 1 0 0 %, t hr e e  mi n ut e s e a c h) a n d air- dri e d f or at l e a st 9 0  mi n ut e s.

T h e y  w er e t h e n a c et yl at e d  wit h a c eti c a n h y dri d e a s f oll o w s:  dri e d sli d e s  w er e e q uili br at e d i n 0. 1 M fr e s h et h a n ol a mi n e ( Si g m a  Al dri c h,

9 0 2 7 9) i n  d H 2 O,  p H 8. 0 f or 1 0  mi n ut e s, t h e n tr a n sf err e d t o 0. 2 5 % v/ v a c eti c a n h y dri d e ( Si g m a  Al dri c h, 3 2 0 1 0 2) i n 0. 1 M et h a n ol a mi n e

f or 50 f oll o w e d  b y  w a s hi n g f or 1 0’ i n 2 X  S S C T.  D uri n g t h e  pr e vi o u s st e p s,  pr o b e s a g ai n st c o m p art m e nt s  A,  B a n d I  w er e  pr e p ar e d  b y

a d di n g 1 u L of 1 0 0 u M  d N T P s ( Lif e T e c h n ol o gi e s,  R 1 1 2 1) a n d 5 0  p m ol  pr o b e s e a c h  p er sli d e, s p e e d v a c u u mi n g o n hi g h f or 2 0’ ( or u ntil

t h e li q ui d h a d e v a p or at e d), a n d r e s u s p e n di n g t h e  pr o b e s i n 5. 2 5 u L  p er s a m pl e. T hi s  pr o b e- d N T P  mi x  w a s t h e n a d d e d t o t h e h y bri d-

i z ati o n  mi xt ur e c o nt ai ni n g a fi n al c o n c e ntr ati o n of 5 0 % f or m a mi d e, 1 0 u g  R n a s e A ( T h er m o  S ci e nti fi c  E N 0 5 3 1) a n d 1 x  D e xtr a n  S ulf at e

Mi x ( 1 0 %  D e xtr a n  S ulf at e  D 8 9 0 6,  Si g m a  Al dri c h, 2 x S S C, 0. 1 % T w e e n- 2 0).  N e xt, t h e sli d e s  w er e  m o u nt e d  wit h  pr o b e  mi x, c o v er e d

wit h a gl a s s c o v er sli p a n d r u b b er c e m e nt ( St a pl e s,  E PI 2 3 1) a n d i n c u b at e d o n a h ot  bl o c k at 4 2 C f or 1- 3 h o ur s t o all o w i n filtr ati o n  wit h

t h e  pr o b e. T h e n, t h e sli d e s  w er e h e at- s h o c k e d t o  d e n at ur e t h e s e cti o n a n d  pr o b e at 8 5 C f or 7  mi n ut e s a n d i n c u b at e d o v er ni g ht

( 1 6 h +) at 3 7 C i n a t e m p er at ur e- c o ntr oll e d o v e n. T h e n e xt  d a y, t h e c o v er sli p s  w er e r e m o v e d fr o m t h e s e cti o n s a n d  w a s h e d at

6 0 C f or 1 5  mi n ut e s i n  pr e- w ar m e d 2 X  S S C T, at r o o m t e m p er at ur e f or 1 0’ i n 2 X  S S C T, at r o o m t e m p er at ur e f or 1 0’ i n 0. 2 X  S S C T,

a n d tr a n sf err e d t o 2 X  S S C  w hil e s e c o n d ar y  mi x  w a s  pr e p ar e d c o n si sti n g of 1 0 % f or m a mi d e, 1 x  D e xtr a n  S ulf at e  Mi x a n d 1 0  p m ol

of s e c o n d ar y  pr o b e s l a b el e d  wit h  C y 3 ( B c o m p art m e nt),  C y 5 ( A or I c o m p art m e nt) a n d  A 4 8 8 ( A c o m p art m e nt) i n  d H 2 O. T h e s e cti o n s

w er e i n c u b at e d  wit h s e c o n d ar y  mi x i n a h u mi d c h a m b er at r o o m t e m p er at ur e i n t h e  d ar k f or at l e a st t w o h o ur s, f oll o w e d  b y t h e s a m e

w a s h e s a s  b ef or e. I n t h e l a st st e p  wit h 2 X  S S C, t h e n u cl ei  w er e c o u nt er st ai n e d  wit h  D A PI ( Si g m a- Al dri c h,  D 1 3 0 5, 5 m g/ m L fi n al c o n-

c e ntr ati o n),  bri e fl y  w a s h e d i n 2 X  S S C a n d  m o u nt e d u si n g  Sl o w F a d e  G ol d  A ntif a d e  M o u nt a nt (I n vitr o g e n,  S 3 6 9 3 6).

D N A - FI S H  o n  H C T 1 1 6 c ell s

C ell s  w er e gr o w n o n gl a s s c o v er sli p s, fi x e d i n 4 %  P F A f or 1 5  mi n ut e s, a n d  pr o c e s s e d a s  d e s cri b e d a b o v e  wit h t h e f oll o wi n g a dj u st-

m e nt s: s o di u m citr at e a n d a c eti c a n h y dri d e tr e at m e nt s  w er e o mitt e d; i n st e a d, t h e c ell s  w er e  p er m e a bili z e d aft er fi x ati o n u si n g 0. 5 %

Trit o n  X- 1 0 0 f or 1 5’ f oll o w e d  b y a 5 0 w a s h i n  P B S a n d al c o h ol  d e n at ur ati o n.  Pri or t o  pr o b e  mi x a d diti o n, t h e s a m pl e s  w er e r e- e q uil-

i br at e d u si n g 2 X  S S C T  + f or m a mi d e ( 5 0 % v/ v 4 x  S S C T  + 5 0 % v/ v f or m a mi d e) f or 1 h at 3 7 C. T h e  pr o b e s  w er e t h e n i m m e di at el y

d e n at ur e d at 8 0 C f or 5 0 a n d i n c u b at e d o v er ni g ht at 3 7 C. T h e  D N A- FI S H st ai ni n g s  w er e i m a g e d o n a  Z ei s s L S M 8 0 0 c o nf o c al  mi-

cr o s c o p e  wit h  Air y s c a n s etti n g s a n d a 6 3 x oil o bj e cti v e.

T r e at m e nt  wit h  5 - a z a c yti di n e

5- a z a c yti di n e  w a s o bt ai n e d fr o m  S ell e c k C h e m ( S 1 7 8 2) a n d  H C T 1 1 6 c ell s  w er e c ult ur e d i n t h e  pr e s e n c e of 5 u M or 1: 2 0 0 0  D M S O

c o ntr ol.  C ell s  w er e  pl at e d i n  m e di a c o nt ai ni n g 5- a z a or  D M S O a n d h ar v e st e d at 2 4 h.

Q U A N TI FI C A TI O N  A N D  S T A TI S TI C A L  A N A L Y SI S

D N A  m et h yl ati o n  d at a  p r e p r o c e s si n g  a n d  q u a nti fi c ati o n

B S M A P v er si o n 2. 7 4  w a s u s e d  b ot h t o  m a p t h e s e q u e n c e d r e a d s t o t h e r ef er e n c e g e n o m e ( h g 1 9) a n d t o c al c ul at e t h e  m et h yl at e d

fr a cti o n f or e a c h  C p G a cr o s s t h e g e n o m e (Xi a n d Li, 2 0 0 9 ).  D at a  w a s f urt h er a n al y z e d  wit hi n t h e fr a m e w or k of t h e  b s s e q  Bi o c o n d u ct or

p a c k a g e ( H a n s e n et al., 2 0 1 2 ).

I n or d er t o a v oi d  p ot e nti al  bi a s e s i ntr o d u c e d  b y t h e  D N A c a pt ur e e nri c h m e nt st e p, g e n o mi c c o or di n at e s of h y p o m et h yl at e d  bl o c k s

w er e  d e fi n e d  b a s e d o n  diff er e nti all y  m et h yl at e d r e gi o n s ( D M R s) u si n g  pr e vi o u sl y  p u bli s h e d  w h ol e- g e n o m e  bi s ul fit e s e q u e n ci n g  d at a

(H a n s e n et al., 2 0 1 1 ).  D M R s  wit h  m et h yl ati o n  diff er e n c e s l ar g er t h a n 1 0 %  b et w e e n t u m or s a n d n or m al s a m pl e s  w er e c o n si d er e d.

C o n s e c uti v e  D M R s s m all er t h a n 5 0 0 K b  bi n s  w er e  m er g e d if t h e g e n o mi c  di st a n c e  b et w e e n t h e  D M R s  w a s s m all er t h a n 1 0 % of

t h e  wi dt h of t h e i n di vi d u al  D M R s.  O nl y  m er g e d  D M R s l ar g er t h a n 1 0 0 K b  w er e c o n si d er e d f or f urt h er a n al y si s i n or d er t o  m at c h

t h e r e s ol uti o n of t h e c o m p art m e nt c all s of t h e  Hi- C  d at a. T o  q u a ntif y  bl o c k-l e v el  m et h yl ati o n i n o ur s a m pl e s,  w e u s e d o nl y  m et h yl ati o n

at o p e n- s e a  C p G s, i. e., t h o s e l o c at e d  > 2 k b fr o m  C p G i sl a n d s.  W e c o n fir m e d t h at h y p o m et h yl at e d  bl o c k s  w er e r e c a pit ul at e d i n o ur

c a pt ur e  bi s ul fit e s e q u e n ci n g  d at a,  di s pl a yi n g  m et h yl ati o n  diff er e n c e s  b ot h  b et w e e n t u m or s a m pl e s a n d n or m al s a m pl e s, a n d  b e-

t w e e n r e gi o n s i n si d e a  bl o c k a n d t h e fl a n ki n g g e n o mi c r e gi o n s.

F or e a c h s a m pl e, t h e  d e gr e e of  CI M P h y p er m et h yl ati o n  w a s a s s e s s e d  b y  m e a s uri n g a v er a g e  m et h yl ati o n at  CI M P- s p e ci fi c  m et h-

yl at e d i sl a n d s ( X u et al., 2 0 1 2 ).  S a m pl e s  wit h t h e hi g h e st  m et h yl ati o n l e v el s at t h e s e sit e s  w er e l a b el e d a s  CI M P.  A cli ni c al g e n ot y pi n g

a s s a y ( Di a s- S a nt a g at a et al., 2 0 1 0 ) r e v e al e d B R A F m ut ati o n s i n t h e t w o  CI M P t u m or s, c o n si st e nt  wit h r e p ort e d a s s o ci ati o n s ( Hi n o u e

et al., 2 0 1 2 ). T C G A  m et h yl ati o n  d at a  w a s u s e d t o v erif y t h at t h e  m et h yl ati o n l e v el s of o ur  CI M P s a m pl e s  w er e c o m p ar a bl e t o t h e

m et h yl ati o n l e v el s of  CI M P t u m or s i n T C G A. T C G A  D N A  m et h yl ati o n  d at a  w a s  d o w nl o a d e d u si n g T C G A bi oli n k s ( C ol a pri c o et al.,

2 0 1 6 ).  C o m p ari s o n of  C p G i sl a n d h y p er m et h yl ati o n a n d  bl o c k h y p o m et h yl ati o n a cr o s s o ur s a m pl e s a n d a l ar g er c o h ort of c ol o n t u-

m or s fr o m t h e  C a n c er  G e n o m e  Atl a s ( T C G A) ( C a n c er  G e n o m e  Atl a s  N et w or k, 2 0 1 2 ) c o n fir m e d t h at  CI M P a n d  bl o c k h y p o m et h yl ati o n

ar e i n d e e d i n d e p e n d e nt f e at ur e s.
e 5 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9. e 1 – e 1 1,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0



ll
A rti cl e
C a n c e r - a s s o ci at e d  D N A  m et h yl ati o n  alt e r ati o n s i n  n o r m al  c ol o n ti s s u e

W e o bt ai n e d  pr e- pr o c e s s e d Ill u mi n a  E PI C a n d 4 5 0 k  m et h yl ati o n arr a y  b et a v al u e s  d at a fr o m t h e c ol o n ti s s u e s a m pl e s  d e s cri b e d i n

W a n g et al., 2 0 2 0 ( N C BI  G E O  G S E 1 3 2 8 0 4  S eri e s  M atri x fil e s).  A n al y si s  w a s r e stri ct e d t o  pr o b e s c o m m o n t o t h e t w o  pl atf or m s.  W e

c o m p ut e d a  bl o c k h y p o m et h yl ati o n s c or e f or e a c h s a m pl e a s t h e a v er a g e  D N A  m et h yl ati o n of o p e n- s e a  C p G s (i. e., t h o s e  > 2 k b fr o m

a  C p G i sl a n d)  wit hi n h y p o m et h yl at e d  bl o c k s, u si n g t h e s a m e  bl o c k r e gi o n  d e fi niti o n s u s e d el s e w h er e i n t h e st u d y f or t u m or v er s u s

n or m al c o m p ari s o n s.  W e v eri fi e d t h at t h e l o w a n d hi g h ri s k gr o u p s a m pl e s  w er e s pr e a d a cr o s s t h e t w o  pl atf or m s ( E PI C: 5 2 hi g h ri s k,

5 7 l o w ri s k; 4 5 0 k: 4 9 hi g h ri s k, 4 8 l o w ri s k), a n d t h at r e s ult s  w er e c o n si st e nt  w h e n a n al y si s  w a s  p erf or m e d f or e a c h  pl atf or m

s e p ar at el y.

Hi - C  a n al y si s

W e c o n fir m e d  d at a  q u alit y  b y a s s e s si n g t h e fr a cti o n of ci s-l o n g r a n g e c o nt a ct s f or e a c h li br ar y.  E a c h  m a p c o nt ai n e d a n a v er a g e of

3 2 0  milli o n c o nt a ct s, f or a n a v er a g e r e s ol uti o n of 1 0  K b.  W e u s e d t h e s e  d at a t o  d eri v e T A D a n d c o m p art m e nt str u ct ur e s.

D at a  w er e c o ntr oll e d f or  q u alit y,  m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e ( h g 1 9) a n d c o n v ert e d i nt o i nt er a cti o n  m atri c e s u si n g  Hi C- Pr o

v 2. 1 0. 0 ( S er v a nt et al., 2 0 1 5 ) u si n g  pi p eli n e c o d e a v ail a bl e at htt p s:// git h u b. c o m/ ar y e el a b/t o p ol o g y _t o ol s .  Wit hi n s a m pl e n or m ali z a-

ti o n  w a s  p erf or m e d u si n g t h e It er ati v e  C orr e cti o n a n d  Ei g e n v e ct or  d e c o m p o siti o n (I C E)  m et h o d ( I m a k a e v et al., 2 0 1 2). F or e a c h c hr o-

m o s o m e i n e a c h s a m pl e, c o m p art m e nt s  w er e c all e d u si n g t h e st a n d ar d  P C A  m et h o d ( Li e b er m a n- Ai d e n et al., 2 0 0 9 ).  Bri e fl y, t h e i nt er-

a cti o n  m atri x X = x ij w a s tr a n sf or m e d i nt o a n o b s er v e d o v er e x p e ct e d ( O/ E)  m atri x  b y  di vi di n g e a c h el e m e nt of t h e  m atri x  b y t h e

e x p e ct e d i nt er a cti o n fr e q u e n c y f or a gi v e n  di st a n c e fr o m t h e  di a g o n al k = i j,  d e fi n e d a s t h e  m e a n of t h e v al u e s x ij wit h t h e s a m e

v al u e of k .  A c orr el ati o n  m atri x  w a s g e n er at e d  b y e sti m ati n g t h e  p air wi s e c orr el ati o n c o ef fi ci e nt s of all t h e r o w s of t h e  O/ E  m atri x.

T h e n, a n ei g e n d e c o m p o siti o n  w a s  p erf or m e d o n t h e c orr el ati o n  m atri x, a n d t h e si g n of t h e fir st ei g e n v e ct or  w a s u s e d t o a s si g n

c o m p art m e nt l a b el s.  W e u s e d e x pr e s si o n  d at a a n d  G C c o nt e nt t o fli p t h e si g n of t h e ei g e n v e ct or s u c h t h at v al u e s l ar g er t h a n 0 c orr e-

s p o n d t o o p e n ( A) r e gi o n s a n d v al u e s s m all er t h a n 0 c orr e s p o n d t o cl o s e d ( B) r e gi o n s.

I n a d diti o n t o u si n g t h e ei g e n v e ct or ( P C 1)  m etri c,  w e al s o  dir e ctl y  q u a nti fi e d t h e t e n d e n c y of e a c h r e gi o n t o i nt er a ct  wit h ot h er r e-

gi o n s i n eit h er t h e  A or  B c o m p art m e nt s.  W e c al c ul at e d t h e ‘‘ A/ B i nt er a cti o n r ati o,’’  d e fi n e d f or e a c h 1 0 0 k b g e n o mi c  wi n d o w a s t h e

r ati o of i nt er a cti o n fr e q u e n c y  wit h t h e  A v er s u s  B c o m p art m e nt s u si n g t h e  O/ E  m atri x.  S p e ci fi c all y,  w e c al c ul at e l o g 2 ( m e a n  O/ E i nt er-

a cti o n fr e q u e n c y  wit h  A r e gi o n s) – l o g 2 ( m e a n  O/ E i nt er a cti o n fr e q u e n c y  wit h  B r e gi o n s). F or e a c h c o m p ari s o n,  A a n d  B  w er e  d e fi n e d i n

t h e ‘ b a s eli n e’ c o n diti o n: n or m al c ol o n ti s s u e,  H C T 1 1 6 c ell s tr e at e d  wit h  D M S O, or e arl y  p a s s a g e fi br o bl a st s ( p a s s a g e 1 6). T h e s a m e

A a n d  B  d e fi niti o n s  w er e u s e d f or all s a m pl e s  wit hi n a c o m p ari s o n.  W e c o n fir m e d t h at a s s e s si n g t h e r el ati o n s hi p  b et w e e n c o m p art-

m e nt al c h a n g e a n d h y p o m et h yl ati o n g a v e c o n si st e nt r e s ult s  w h e n u si n g  A/ B i nt er a cti o n r ati o i n st e a d of ei g e n v e ct or a s t h e o ut c o m e

( S e e ‘‘A s s o ci ati o n of c o m p art m e nt al or g a ni z ati o n  wit h  D N A h y p o m et h yl ati o n ’’).

I n  pri m ar y ti s s u e s, c o m p art m e nt I  w a s  d e fi n e d a s t h o s e g e n o mi c r e gi o n s  wit h a  p o siti v e v al u e of t h e fir st ei g e n v e ct or t h at  w er e

wit hi n a  bl o c k of  D N A h y p o m et h yl ati o n ( d e fi n e d  b y c o m p ari n g t u m or s v er s u s n or m al).  W e v eri fi e d t h at c o m p art m e nt I c o ul d  b e i d e n-

ti fi e d  b a s e d o nl y o n  Hi- C  d at a. T o  d o t hi s,  w e  pl ott e d t h e fir st 5 ei g e n v e ct or s of t h e  m atri x  d e c o m p o siti o n u s e d t o  d e fi n e c o m p art-

m e nt s  A a n d  B. T h e fir st ei g e n v e ct or s e p ar at e s c o m p art m e nt  A a n d  B.  C o m p art m e nt I c o ul d  b e i d e nti fi e d u si n g t h e s e c o n d ei g e n-

v e ct or o n s e v er al c hr o m o s o m e s. I n ot h er c hr o m o s o m e s, c o m p art m e nt I  w a s oft e n s e p ar at e d  b y l o w er ei g e n v e ct or s, a n d  b e c a m e

m or e e vi d e nt  w h e n  w e a p pli e d t h e  m atri x  d e c o m p o siti o n  m et h o d t o i n di vi d u al c hr o m o s o m e ar m s. F or I M R 9 0 c ell s, c o m p art m e nt

I  w a s a s si g n e d a s i n  pri m ar y ti s s u e s u si n g  D N A  m et h yl ati o n  diff er e n c e s  b et w e e n  pr olif er ati n g a n d s e n e s c e nt c ell s. F or  H C T 1 1 6,

1 0 0 K b g e n o mi c  bi n s  w er e l a b el e d a s I if t w o c o n s e c uti v e g e n o mi c  bi n s h a d a  p o siti v e v al u e o n t h e ei g e n v e ct or  d e c o m p o siti o n

d e s cri b e d ( Li e b er m a n- Ai d e n et al., 2 0 0 9 ), a n d if t h eir o p e n s e a  C p G  D N A  m et h yl ati o n v al u e s  w er e e q u al or l e s s t h a n 8 0 %.  W e

c o n fir m e d t h at t hi s a p pr o a c h e nri c h e d f or r e gi o n s t h at  w er e c o n si st e nt  wit h o ur  d e fi niti o n of c o m p art m e nt I, i. e., t h at h a d i nt er m e di at e

A/ B c o nt a ct  Hi- C  p att er n s a n d t h at  w er e e nri c h e d f or t h e  H 3 K 2 7 m e 3 c hr o m ati n  m ar k c o m p ar e d t o c o m p art m e nt s  A a n d  B.

S u b- c o m p art m e nt str u ct ur e s  d e fi n e d  b y  R a o et al., 2 0 1 4  w er e c all e d u si n g  S NI P E R ( Xi o n g a n d  M a, 2 0 1 9 ).  S NI P E R u s e s  Hi- C  d at a

a n d s u b- c o m p art m e nt c all s t o tr ai n a  m o d el t h at i s a bl e t o l e ar n t h e i nt er a cti o n  p att er n s of e a c h s u b- c o m p art m e nt. T h e s e tr ai n e d

m o d el s c a n  b e u s e d t o  d e fi n e s u b- c o m p art m e nt s fr o m  Hi- C  d at a t h at ar e  di sti n ct fr o m t h e tr ai ni n g  Hi- C  d at a. T o c all s u b- c o m p art-

m e nt s i n c ol o n ti s s u e,  w e u s e d t h e  pr e-tr ai n e d  m o d el s  pr o vi d e d  b y  S NI P E R t h at  w er e tr ai n e d u si n g 5 % of  G M 1 2 8 7 8  Hi- C  d at a ( R a o

et al., 2 0 1 4 ), a s t h e s e  d at a  w er e of a c o m p ar a bl e c o v er a g e t o o ur i n di vi d u al  Hi C s a m pl e s.

I n s ul ati o n s c or e s  w er e c al c ul at e d  b y  d e fi ni n g t w o  wi n d o w s of l e n gt h l, o n e u p str e a m a n d o n e  d o w n str e a m of a gi v e n g e n o mi c  p o-

siti o n. F or e a c h c hr o m o s o m e, t h e l o g ( b a s e 2) r ati o of t h e s u m of i nt er a cti o n c o u nt s  wit hi n e a c h  wi n d o w a n d t h e i nt er a cti o n c o u nt s

b et w e e n t h e t w o  wi n d o w s  w a s c al c ul at e d at e a c h  p o siti o n. T h e s e l o g r ati o s  w er e f urt h er tr a n sf or m e d i nt o z - s c or e s  b y s u btr a cti n g t h e

m e di a n a n d  di vi di n g  b y t h e  m e di a n a b s ol ut e  d e vi ati o n. I n or d er t o c a pt ur e  b o u n d ari e s of T A D s of v ar yi n g si z e s, i n cl u di n g n e st e d T A D

str u ct ur e s, t h e z - s c or e s  w er e c al c ul at e d g e n o m e- wi d e f or  diff er e nt v al u e s of l, s p e ci fi c all y l = 2 0 0 K b , l = 4 0 0 K b a n d l = 8 0 0 K b .

B o u n d ari e s  w er e c all e d f or g e n o mi c  p o siti o n s  w h er e t h e z - s c or e s  w er e l ar g er t h a n t h e 9 0 %  q u a ntil e of a st a n d ar d n or m al  di stri b uti o n

i n at l e a st o n e r e s ol uti o n i n o n e s a m pl e. T hr e e str at e gi e s  w er e u s e d t o a s s e s s t h e st a bilit y of T A D s a cr o s s s a m pl e s: ( 1)  w e c al c ul at e d

t h e c orr el ati o n c o ef fi ci e nt s of t h e i n s ul ati o n s c or e s, ( 2) f or e a c h s a m pl e,  w e  d e fi n e d t h e  p o siti o n of T A D  b o u n d ari e s i n t h at s a m pl e a n d

c al c ul at e d t h e  p er c e nt a g e of T A D  b o u n d ari e s  w h er e t h e i n s ul ati o n s c or e s of ot h er s a m pl e s  w er e al s o i n a l o c al  mi ni m a a n d ( 3)  w e

pl ott e d  m et a pl ot s of t h e i n s ul ati o n s c or e s t o vi s u all y i n s p e ct c o n s er v ati o n of T A D  b o u n d ari e s.

J ui c e b o x ( D ur a n d et al., 2 0 1 6 )  w a s u s e d f or e x pl or at or y vi s u ali z ati o n of t h e  Hi- C  d at a.
C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9. e 1 – e 1 1,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 e 6
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A rti cl e
A s s o ci ati o n  of  c o m p a rt m e nt al  o r g a ni z ati o n  wit h  D N A  h y p o m et h yl ati o n

W e u s e d li n e ar  mi x e d eff e ct s  m o d el s t o a s s e s s t h e a s s o ci ati o n  b et w e e n o p e n- s e a  C p G h y p o m et h yl ati o n a n d  Hi- C ei g e n v e ct or i n

t hr e e s etti n g s: 1) t u m or v er s u s n or m al c ol o n, 2)  H C T 1 1 6 c ell s tr e at e d  wit h  D M S O ( c o ntr ol) or 5- a z a c yti di n e, a n d 3) a gi n g  WI 3 8 fi br o-

bl a st s s a m pl e d at  p a s s a g e 1 6, 3 0 a n d 4 0. F or e a c h 1 0 0 k b  wi n d o w i n e a c h s a m pl e  w e c o m p ut e d  D N A h y p o m et h yl ati o n r el ati v e t o a

b a s eli n e c o n diti o n ( n or m al c ol o n,  H C T 1 1 6 + D M S O, or  WI- 3 8  p a s s a g e 1 6). I n e a c h c a s e,  w e fit li n e ar  mi x e d eff e ct s  m o d el t o I a n d  B

s e p ar at el y  wit h ei g e n v e ct or a s t h e o ut c o m e, h y p o m et h yl ati o n  bi n a s a fi x e d eff e ct a n d r a n d o m eff e ct t er m s f or s a m pl e a n d g e n o mi c

wi n d o w. T h e i nt er c e pt c orr e s p o n d s t o r e gi o n s  wit h  mi ni m al ( < 1 5 %) h y p o m et h yl ati o n, a n d t h e c o ef fi ci e nt e sti m at e s s h o w n i n Fi g ur e 5

r e pr e s e nt t h e  m e a n ei g e n v e ct or c h a n g e r el ati v e t o t h e s e  m et h yl ati o n- st a bl e r e gi o n s.  A n a d diti o n al  m o d el  w a s u s e d t o a s s e s s  P C 1

c h a n g e o v er ti m e i n  WI- 3 8 fi br o bl a st s f or 1 0 0 k b  wi n d o w s t h at s h o w  > 2 0 % h y p o m et h yl ati o n i n l at e  p a s s a g e ( P 4 0) v er s u s e arl y  p a s-

s a g e ( P 1 6)  WI- 3 8 fi br o bl a st s. T hi s  m o d el u s e s  p a s s a g e n u m b er a s t h e fi x e d eff e ct i n st e a d of h y p o m et h yl ati o n.

Hi C hI P  a n al y si s

D at a  w er e c o ntr oll e d f or  q u alit y,  m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e ( h g 1 9) a n d c o n v ert e d i nt o i nt er a cti o n  m atri c e s u si n g t h e  Hi C- Pr o

pi p eli n e ( S er v a nt et al., 2 0 1 5 ).  C hr o m ati n l o o p s  w er e c all e d u si n g t h e hi c hi p p er 0. 7. 3  wit h t h e  p ar a m et er t o u s e u s er- d e fi n e d  p e a k s

(L ar e a u a n d  Ar y e e, 2 0 1 8 b ). hi c hi p p er  w a s r u n f or e a c h  Hi C hI P s a m pl e u si n g t h e u ni o n of  C T C F a n d  H 3 K 2 7 a c  p e a k s a s t h e  pr e d e fi n e d

p e a k s et. T h e hi c hi p p er  pi p eli n e  d e fi n e s  p ot e nti al l o o p a n c h or s  b y e xt e n di n g  p e a k s  b y a fi x e d  wi n d o w (i. e., 5 0 0 b p) t o a c c o u nt f or

u n c ert ai nt y i n t h e  p e a k c alli n g a n d  m er gi n g  p e a k s  w h o s e g e n o mi c  di st a n c e i s  b el o w 5 0 0 b p. T h e s e e xt e n d e d  p e a k s ar e o v erl a p p e d

wit h r e stri cti o n fr a g m e nt s a n d ar e f urt h er e xt e n d e d t o t h e e d g e s of t h e r e stri cti o n fr a g m e nt s t h e y o v erl a p. F or e a c h  p air of  p ot e nti al

l o o p a n c h or s, hi c hi p p er c o u nt s t h e n u m b er of v ali d c o nt a ct  p air s ( d e fi n e d  b y  Hi C- Pr o) t h at s u p p ort t h eir 3 D i nt er a cti o n.  R u n ni n g t hi s

st e p f or e a c h s a m pl e r e s ult s i n a  m atri x Z ij = z ij w h er e e a c h c ol u m n i s a s a m pl e j a n d e a c h r o w i r e pr e s e nt s a  p air of l o o p a n c h or s (i. e.,

a l o o p), a n d z ij i s t h e n u m b er of v ali d r e a d  p air s t h at s u p p ort s a l o o p i i n s a m pl e j. T o  di sti n g ui s h  b et w e e n r a n d o m  b a c k gr o u n d c o n-

t a ct s fr o m c o nt a ct s  d u e t o  D N A l o o pi n g, hi c hi p p er r u n s t h e  m a n g o  b a c k gr o u n d c orr e cti o n  m o d el o n t h e s u m of l o o p c o u nt s a cr o s s

s a m pl e s (i. e.,
P

j

z ij). T h e  m a n g o c orr e cti o n c o n si st s of  m o d eli n g t h e c o u nt s u si n g a  bi n o mi al  di stri b uti o n t o e sti m at e t h e  pr o b a bilit y of

o b s er vi n g t h e c o u nt s  b et w e e n t w o g e n o mi c l o ci gi v e n it s g e n o mi c  di st a n c e. T h e r e s ulti n g  p v al u e s ar e c orr e ct e d f or  m ulti pl e t e sti n g.

L o o p s  wit h a  q- v al u e s m all er t h a n 0. 1,  wit h at l e a st 4 v ali d c o nt a ct s i n t w o or  m or e s a m pl e s a n d  wit h at l e a st 2 0 c o u nt s a cr o s s all

s a m pl e s  w er e c o n si d er e d hi g h- c o n fi d e n c e l o o p s a n d  w er e c o n si d er e d f or f urt h er a n al y si s.  Si g ni fi c a nt l o o p s  w er e a n n ot at e d a s

e n h a n c er- pr o m ot er l o o p s if o n e of t h e a n c h or s o v erl a p p e d a n  H 3 K 2 7 a c  p e a k ( e n h a n c er-li k e) a n d t h e ot h er a n c h or o v erl a p p e d t h e

pr o m ot er of a g e n e.

T o a s s e s s t h e r o b u st n e s s of o ur r e s ult s t o t h e l o o p c alli n g al g orit h m,  w e r e p e at e d o ur a n al y s e s u si n g a  diff er e nt l o o p c alli n g al g orit h m,

c L o o p s ( C a o et al., 2 0 1 9 ).  W e r a n c L o o p s v er si o n 0. 9 2 u si n g t h e  p ar a m et er s ‘‘- hi c - e p s 2 5 0 0, 5 0 0 0, 7 5 0 0, 1 0 0 0 0 - mi n Pt s 3, 5, 1 0 -j - s - w’’

f or e a c h s a m pl e a n d u s e d t h e u ni o n of t h e  p er- s a m pl e si g ni fi c a nt l o o p s a s o ur fi n al s et of l o o p s. T h e gl o b al tr e n d s  d e s cri b e d i n t h e  m ai n

t e xt  w er e r o b u st t o t h e l o o p c alli n g al g orit h m.

T h e s oft w ar e t o ol  dif fl o o p  w a s u s e d t o t e st f or  diff er e nti al l o o pi n g ( L ar e a u a n d  Ar y e e, 2 0 1 8 a ).  dif fl o o p u s e s t h e st ati sti c al e n gi n e of

t h e e d g e R  p a c k a g e (R o bi n s o n et al., 2 0 1 0 ),  w h er e t h e  m atri x of l o o p c o u nt s Z ij i s  m o d el e d u si n g g e n er ali z e d li n e ar  m o d el s ( G L M) of

t h e n e g ati v e  bi n o mi al  di stri b uti o n:

Z ij N B m ij; a i
m ij = n ijz ij
w h er e m ij i s t h e fitt e d  m e a n a n d a i i s t h e  di s p er si o n e sti m at e,  w hi c h
 i s e sti m at e d u si n g t h e c o m m o n  di s p er si o n  m et h o d fr o m e d g e R. n ij

ar e n or m ali z ati o n f a ct or s t h at a c c o u nt  b ot h f or li br ar y si z e a n d f or c o p y n u m b er  diff er e n c e s  b et w e e n s a m pl e s.  S p e ci fi c all y,  w e o v er-

l a p p e d t h e g e n o mi c c o or di n at e s of t h e l o o p a n c h or s  wit h t h e c o p y n u m b er e sti m at e s of e a c h s a m pl e ( s e e  S e cti o n ‘‘C o p y n u m b er

v ari a nt a n al y si s ’’ f or  d et ail s) t o g e n er at e a  m atri x of c o p y n u m b er e sti m at e s (l o o p s i ti m e s s a m pl e j). T hi s  m atri x of c o p y n u m b er s

w a s r o w- c e nt er e d. T h e r e s ulti n g  m atri x  w a s  m ulti pli e d  b y t h e li br ar y si z e f a ct or s e sti m at e d  b y e d g e R a n d t h e r e s ulti n g v al u e s  d e fi n e d

n ij,  w hi c h  w er e i ntr o d u c e d a s off s et s  w h e n fitti n g t h e  G L M s. T o t e st f or  diff er e nti al l o o pi n g  b et w e e n c o n diti o n s, a  G L M  w a s fitt e d f or

e a c h g e n e a n d a li k eli h o o d r ati o t e st  w a s u s e d t o c al c ul at e  p v al u e s f or e a c h l o o p a n d t h e  B e nj a mi ni- H o c h b er g  w a s u s e d t o c orr e ct f or

m ulti pl e t e sti n g.

C o p y  n u m b e r v a ri a nt  a n al y si s

T h e c o v er a g e of o ur  D N A  m et h yl ati o n s e q u e n ci n g a s s a y s  w a s u s e d t o a s s e s s c o p y n u m b er alt er ati o n s i n t u m or s. F or e a c h s a m pl e,

t h e n u m b er of s e q u e n ci n g r e a d s  w a s c o u nt e d f or n o n- o v erl a p pi n g fi x e d- wi dt h g e n o mi c r e gi o n s of 4 0 K b a n d  C N A n or m  w a s u s e d t o

i nf er c o p y n u m b er alt er ati o n s.  C N A n or m i n p ut s t w o v e ct or s of r e a d c o u nt s, w kl a n d y kl ,  w hi c h r e pr e s e nt r e a d c o u nt s f or g e n o mi c r e-

gi o n l of c hr o m o s o m e k f or a t u m or s a m pl e a n d a  m at c hi n g n or m al s a m pl e, r e s p e cti v el y.  C N A n or m  p erf or m s t h e f oll o wi n g st e p s t o

d et er mi n e c o p y n u m b er alt er ati o n s. Fir st, t h e r ati o of t h e r e a d c o u nt s i s c al c ul at e d, rkl = w kl

y kl
: T hi s r ati o i s n or m ali z e d u si n g a l o e s s-

b a s e d  m et h o d t h at  d e fi n e s r n or m
kl ,  w hi c h r e m o v e s t e c h ni c al  d e p e n d e n ci e s  b et w e e n rkl a n d  G C c o nt e nt.  S e c o n d, t o r e m o v e r a n d o m
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err or v ari a bilit y, r n or m
kl i s s m o ot h e d t hr o u g h o ut t h e g e n o m e (H u a n g et al., 2 0 0 7 ). T hir d, r n or m

kl v al u e s ar e tr a n sf or m e d s o t h at t h e  m o st

c o m m o n g e n o mi c r e gi o n s ar e c e nt er e d t o r ati o o n e. T h e n,  C N A n or m n or m ali z e s f or t u m or  p urit y  b y s hri n ki n g r n or m
kl s o t h at t h e  m o d e s

of t h e  di stri b uti o n fit v al u e s r e s ulti n g fr o m c o p y n u m b er alt er ati o n  pr o c e s s e s ( d el eti o n  = 0,  d el eti o n of o n e c hr o m o s o m e c o p y  = 0. 5, n o

C N V  = 1, a m pli fi c ati o n of o n e c o p y  = 1. 5, et c). Fi n all y, a cir c ul ar  bi n ar y s e g m e nt ati o n al g orit h m i s u s e d t o  d e fi n e r e gi o n s  wit h c o p y

n u m b er alt er ati o n s ( Ol s h e n et al., 2 0 0 4 ).

Si n c e n ot all o ur t u m or s a m pl e s c o nt ai n e d a  m at c hi n g n or m al s a m pl e,  w e u s e d t h e n or m al s a m pl e  wit h t h e hi g h e st c o v er a g e a s t h e

r ef er e n c e s a m pl e f or all o ur t u m or s.  W e u s e d c o p y n u m b er c all s t o v erif y t h at t h e e pi g e n eti c  diff er e n c e s  b et w e e n t u m or s a n d n or m al

w er e n ot o nl y  dri v e n  b y c o p y n u m b er alt er ati o n s  b y i ntr o d u ci n g t h e e sti m at e d  C N V a s off s et s i n t h e st ati sti c al  m o d el s  w h e n  d oi n g

i nf er e n c e s a n d  m a ki n g s ur e t h at t h e e pi g e n eti c  diff er e n c e s  w er e  pr e s e nt aft er  w e  m a s k e d g e n o mi c r e gi o n s  wit h  C N V s.

S N P  A n al y si s

W e i d e nti fi e d 2 8 c ol o n c a n c er ri s k  S N P s ( M a c Art h ur et al., 2 0 1 7 ) t h at c oi n ci d e  wit h  E- P l o o p e n h a n c er a n c h or s a n d a s si g n e d t ar g et

g e n e s  b a s e d o n t h e c orr e s p o n di n g  pr o m ot er c o nt a ct ( T a bl e  S 4 ). T h e s e l o o pi n g  d at a c o n fir m e d  pr e di ct e d t ar g et s, i n cl u di n g ri s k  S N P s

pr e vi o u sl y a s s o ci at e d  wit h C O L C A 1/ 2 or T E R C e x pr e s si o n ( Fi g ur e s  S 2 I – S 2 K; P elt e k o v a et al., 2 0 1 4 ). 5 of t h e 2 8 ri s k  S N P s  w er e a s s o-

ci at e d  wit h  di st al g e n e s r at h er t h a n t h e n e ar e st  pr o m ot er ( T a bl e  S 4 ).

G e n e  e x p r e s si o n  a n al y si s

D o w nl o a d  a n d  p r o c e s si n g  of t r a n s c ri pt o m e  d at a

R N A- s e q  pr o c e s s e d  d at a fr o m T C G A  w a s  d o w nl o a d e d  pr o gr a m m ati c all y u si n g T C G A bi oli n k s ( C ol a pri c o et al., 2 0 1 6 ) a n d r e c o u nt 2

(C oll a d o- T orr e s et al., 2 0 1 7 ).  G e n e c o u nt n or m ali z ati o n  w a s  d o n e u si n g  D E S e q 2 (L o v e et al., 2 0 1 4 ) a n d st ati sti c al i nf er e n c e  w a s  d o n e

u si n g li m m a- v o o m ( L a w et al., 2 0 1 4 ).  G e n o mi c r a n g e s o p er ati o n s  w er e  d o n e u si n g  G e n o mi c R a n g e s i nfr a str u ct ur e (L a wr e n c e et al.,

2 0 1 3 ).  R e p e at M a s k er  w a s u s e d t o e xtr a ct t h e g e n o mi c c o or di n at e s of r e p e at el e m e nt s (S mit et al., 2 0 1 5 ). F or e a c h r e p e at el e m e nt i n

t h e h u m a n g e n o m e,  w e c al c ul at e d t h e t ot al c o v er a g e f or e a c h T C G A s a m pl e a n d f oll o w e d t h e  d ef a ult r e c o u nt 2  pi p eli n e t o e sti m at e

s c al e d r e a d c o u nt s.  O ur i n- h o u s e  R N A- s e q  d at a  w a s  q u a nti fi e d u si n g s al m o n ( P atr o et al., 2 0 1 7 ) a n d  diff er e nti al e x pr e s si o n a n al y s e s

w er e  d o n e a s  d e s cri b e d i n  Bi o c o n d u ct or’ s  R N A- s e q  w or k fl o w ( L o v e et al., 2 0 1 5 ).

P a n - c a n c e r  a n al y si s  of  g e n e  e x p r e s si o n  a s s o ci at e d t o  h y p o m et h yl ati o n

T o t e st f or a s s o ci ati o n  b et w e e n  bl o c k l e v el ( o p e n s e a)  D N A  m et h yl ati o n a n d g e n e e x pr e s si o n,  w e  d e fi n e d a  bl o c k s c or e a s t h e  m e a n

o p e n s e a  C p G  D N A  m et h yl ati o n a cr o s s h y p o m et h yl ati o n  bl o c k s f or e a c h T C G A s a m pl e. T o  mi ni mi z e c o nf o u n di n g c orr el ati o n s  dri v e n

b y str o m al c ell fr a cti o n s, o nl y t u m or s  wit h str o m al c ell fr a cti o n s s m all er t h a n 6 0 %  w er e c o n si d er e d f or f urt h er a n al y si s ( T h or s s o n

et al., 2 0 1 9 ). F urt h er m or e, t h e r e m ai ni n g T C G A t u m or s  w er e gr o u p e d i nt o 5 e q u all y- si z e d  bi n s a c c or di n g t o t h eir str o m al c ell fr a cti o n

c o nt e nt.  A li m m a- v o o m  m o d el  w a s fitt e d u si n g a s  pr e di ct or s t h e  bl o c k s c or e s a n d t h e str o m al c ell fr a cti o n  bi n s (i. e., c at e g ori c al l a-

b el s) a s a  bl o c ki n g f a ct or. T hi s str at e g y e n a bl e d t h e i d e nti fi c ati o n of g e n e s c orr el at e d  wit h h y p o m et h yl ati o n,  w hil e a dj u sti n g f or  p o-

t e nti al c o nf o u n di n g  b y str o m al c ell c o nt e nt.  U si n g t hi s  pi p eli n e,  w e  d e fi n e d g e n e s a s s o ci at e d t o  bl o c k h y p o m et h yl ati o n i n e a c h t u m or

t y p e.  W e t e st e d f or o n c o g e n e e nri c h m e nt u si n g Fi s h er’ s e x a ct t e st u si n g  p u bli s h e d o n c o g e n e a n n ot ati o n s ( Li u et al., 2 0 1 7 ).

E x cl u si o n  of  g e n e s  of li k el y  n o n -t u m o r  c ell - o ri gi n

F or  d o w n str e a m a n al y s e s,  w e s o u g ht t o e x cl u d e fr o m a n al y s e s t h o s e g e n e s  w h o s e e x pr e s si o n  p att er n s c o ul d  b e  dri v e n  b y

diff er e n c e s i n str o m al or i m m u n e c ell c o m p o siti o n  b y t w o filt er s: 1)  W e  d o w nl o a d e d g e n e e x pr e s si o n  d at a fr o m c ell  p o p ul ati o n s  p u-

ri fi e d u si n g fl u or e s c e n c e a cti v at e d c ell s orti n g (C al o n et al., 2 0 1 5 ) a n d e x cl u d e d g e n e s  w h er e t h e a v er a g e e x pr e s si o n l e v el  w a s hi g h er

( > 2 f ol d c h a n g e) i n fi br o bl a st c ell s c o m p ar e d t o e pit h eli al c ell s. 2)  W e  d o w nl o a d e d  G T E x  bl o o d  R N A- S e q  d at a fr o m t h e r e c o u nt 2

pr oj e ct ( C oll a d o- T orr e s et al., 2 0 1 7 ) a n d s c al e d t o w ar d a t ar g et r e a d c o u nt of 1, 0 0 0, 0 0 0 r e a d s u si n g t h e s c al e _ c o u nt s f u n cti o n of

t h e r e c o u nt R/ Bi o c o n d u ct or  p a c k a g e.  W e e x cl u d e d g e n e s  w h er e t h e  m e di a n s c al e d c o u nt i n  bl o o d s a m pl e s  w a s gr e at er t h a n 1 0.

S u r vi v al  a n al y si s

Pr e pr o c e s s e d  Aff y m etri x  U 1 3 3 Pl u s 2  mi cr o arr a y g e n e e x pr e s si o n  d at a ( N C BI  G E O  G S E 3 9 5 8 2)  w a s  d o w nl o a d e d u si n g t h e c ur at e-

d C R C D at a  R/ Bi o c o n d u ct or  p a c k a g e ( M ari s a et al., 2 0 1 3 ).  Ei g ht of 5 6 6 s a m pl e s  wit h l o w a v er a g e  p air wi s e c orr el ati o n ( < 0. 9)  wit h

ot h er s a m pl e s  w er e e x cl u d e d i n a  Q C filt eri n g st e p.  G e n e e x pr e s si o n v al u e s  w er e  Z- s c or e tr a n sf or m e d.

W e c o m p ut e d a g e n e e x pr e s si o n ri s k s c or e a s t h e a v er a g e n or m ali z e d e x pr e s si o n l e v el of t h e 1 4 6 g e n e s t h at ar e  d o w nr e g ul at e d

wit h h y p o m et h yl ati o n i n t h e I a n d  B c o m p art m e nt s f or s a m pl e s fr o m M ari s a et al. ( 2 0 1 3) a n d t h e T C G A  C O A D c o h ort ( M ari s a et al.,

2 0 1 3 ). F or M ari s a et al. ( 2 0 1 3) ,  w e r e stri ct e d t o t h e 1 4 5 g e n e s  w h er e t h e c orr e s p o n di n g g e n e s y m b ol  w a s  pr e s e nt.  W e  d e fi n e d a

‘‘ hi g h’’ s c or e a s t h o s e v al u e s t h at  w er e 2 s d (r o b u stl y e sti m at e d  wit h t h e  R ‘ m a d’ f u n cti o n) a b o v e t h e  m e di a n f or t h e M ari s a et al.

( 2 0 1 3) st u d y, a n d 1 s d a b o v e t h e  m e di a n f or t h e T C G A c o h ort.  W e c o n str u ct e d  K a pl a n- M ei er s ur vi v al c ur v e s u si n g a v ail a bl e

d at a f or r e c urr e n c e-fr e e s ur vi v al ( M ari s a et al., 2 0 1 3 ) a n d o v er all s ur vi v al (C a n c er  G e n o m e  Atl a s  N et w or k, 2 0 1 2 ). T o a s s e s s t h e a s-

s o ci ati o n of e x pr e s si o n ri s k s c or e  wit h s ur vi v al o ut c o m e s  w hil e a dj u sti n g f or k n o w n ri s k f a ct or s  w e fit a  C o x  Pr o p orti o n al  H a z ar d s

m o d el t o  d at a fr o m t h e  M ari s a et al. st u d y, u si n g g e n e e x pr e s si o n ri s k s c or e, cli ni c al st a g e,  B R A F  m ut ati o n st at u s a n d  M SI st at u s

a s pr e di ct or s.
C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9. e 1 – e 1 1,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 e 8
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C hI P - s e q  a n al y si s

R e a d s  w er e  m a p p e d t o t h e r ef er e n c e g e n o m e ( h g 1 9) u si n g  b w a v er si o n 0. 7. 1 2 ( Li a n d  D ur bi n, 2 0 0 9 ).  C T C F  p e a k s  w er e c all e d u si n g

G C A P C  wit h  d ef a ult  p ar a m et er s ( T e n g a n d Iri z arr y, 2 0 1 7 ) a n d  H 3 K 2 7 a c  p e a k s  w er e c all e d u si n g  M A C S (Z h a n g et al., 2 0 0 8 ). T h e  d at a

r e v e al e d t h e e x p e ct e d  p u n ct at e  p e a k s of t h e e n h a n c er- a s s o ci at e d  m ar k,  H 3 K 2 7 a c, a s  w ell a s  br o a d er r e gi o n s of t h e r e pr e s si v e  m o d-

i fi c ati o n s,  H 3 K 9 m e 3 a n d  H 3 K 2 7 m e 3.  C T C F  bi n di n g sit e s  w er e hi g hl y e nri c h e d f or t h e  C T C F  bi n di n g  m otif ( O R  = 1 9. 0 4;  p  < 1 0 1 5 ). F or

diff er e nti al  C T C F  p e a k a n al y si s, t h e u ni o n of  p e a k s t h at  w er e  d et e ct e d i n at l e a st t w o s a m pl e s  w er e c o n si d er e d a n d r e a d s  w er e

c o u nt e d f or e a c h  p e a k i n e a c h s a m pl e.  Diff er e nti al  C T C F  bi n di n g  w a s i nf err e d u si n g  D E S e q 2, i ntr o d u ci n g off s et s t o t h e g e n er ali z e d

li n e ar  m o d el t o n or m ali z e f or li br ar y si z e (L o v e et al., 2 0 1 4 ), c o p y n u m b er  diff er e n c e s, a n d n o n-li n e ar tr e n d s (L u n a n d  S m yt h, 2 0 1 6 ).

C o p y n u m b er e sti m at e s f or e a c h g e n o mi c r e gi o n  w er e o bt ai n e d u si n g  C N A n or m ( G u s n a nt o et al., 2 0 1 2 ). T o a c c o u nt f or t e c h ni c al

e x p eri m e nt al v ari ati o n, t h e l o a di n g s of t h e fir st  pri n ci p al c o m p o n e nt  w er e i ntr o d u c e d a s a c o v ari at e o n t h e g e n er ali z e d li n e ar  m o d el.

C T C F sit e s  w er e c o n si d er e d l o st if t h e y h a d a  q- v al u e s m all er t h a n 0. 1 a n d a  m et h yl ati o n  diff er e n c e l ar g er t h a n 2 0 %. T o e v al u at e t h e

eff e ct s of  m et h yl ati o n of  C T C F sit e s i n c hr o m ati n l o o pi n g,  w e  p erf or m e d a g gr e g at e  p e a k a n al y s e s  b a s e d o n a c o m pr e h e n si v e li st of

l o o p s a n n ot at e d o n t h e h u m a n g e n o m e (R a o et al., 2 0 1 4 ). L o st  C T C F  p e a k s  w er e a s si g n e d t o l o o p s if t h e y o v erl a p p e d  wit h l o o p’ s

bi dir e cti o n al  C T C F  m otif s. T o a s si g n g e n e s u pr e g ul at e d u p o n T A D  b o u n d ar y  di sr u pti o n, o nl y  p e a k s  wit hi n 5 0 K b of a T A D  b o u n d ar y

w er e c o n si d er e d. F or e a c h g e n e n e ar a  di sr u pt e d T A D  b o u n d ar y, a li n e ar  m o d el  w a s fitt e d o n T C G A  d at a u si n g g e n e e x pr e s si o n a s a

r e s p o n s e v ari a bl e a n d t h e a v er a g e  m et h yl ati o n at t h e l o st  C T C F sit e a s  pr e di ct or s.  G e n e s  w er e s el e ct e d if t h e y h a d a si g ni fi c a nt

p o siti v e ( at a f al s e  di s c o v er y r at e of 1 5 %) a s s o ci ati o n  b et w e e n t h eir e x pr e s si o n a n d t h e  m et h yl ati o n l e v el s at t h e c orr e s p o n di n g

T A D  b o u n d ar y  C T C F.

D N A  p ol y m e r  m o d eli n g

T o vi s u ali z e g e n o m e or g a ni z ati o n i n n or m al ti s s u e s a n d  pri m ar y t u m or s,  w e a p pli e d a c o m p ut ati o n al a p pr o a c h t o  d eri v e  p ol y m er

m o d el s a n d 3 D str u ct ur e s f or e a c h s a m pl e.  A s ill u str at e d i n Fi g ur e 2 D, t h e s e  m o d el s  w er e fi n e-t u n e d t o e n s ur e t h at si m ul at e d i n- sili c o

c o nt a ct  m a p s r e pr o d u c e t h e c orr e s p o n di n g e x p eri m e nt al r e s ult s.  W e f oll o w e d t h e s a m e  pr ot o c ol t o  p ar a m et eri z e t h e  m o d el s f or

diff er e nt s a m pl e s i n d e p e n d e ntl y, a n d a n y  diff er e n c e  b et w e e n si m ul at e d str u ct ur e s, if o b s er v e d, s h o ul d r e fl e ct t h e alt er ati o n s i n

g e n o m e or g a ni z ati o n  d et e ct e d  b y  Hi- C.

T h e  p ol y m er  m o d el s e x pli citl y c o n si d er e a c h i n di vi d u al c hr o m o s o m e a s a stri n g of  b e a d s f or str u ct ur al r e pr e s e nt ati o n.  O nl y o n e

c o p y of t h e t w o h o m ol o g s  w a s i n cl u d e d si n c e t h e  Hi- C  d at a  d o n ot  pr o vi d e all el e- s p e ci fi c c o nt a ct s.  W e st u di e d t h e g e n o m e or g a-

ni z ati o n at t w o r e s ol uti o n s t h at r e pr e s e nt e a c h  b e a d a s eit h er 1 M b or 1 0 0 k b l o n g g e n o mi c s e g m e nt s. T h e 1 M b-r e s ol uti o n  m o d el i s

c o m p ut ati o n all y ef fi ci e nt a n d all o w s u s t o e x pl or e t h e g e n o m e or g a ni z ati o n i n  m ulti pl e s a m pl e s.  O n t h e ot h er h a n d, t h e 1 0 0 k b-r e s-

ol uti o n  m o d el  pr o vi d e s a  m or e  d et ail e d r e pr e s e nt ati o n of t h e g e n o m e a n d  will e n a bl e u s t o c h ar a ct eri z e t h e s p ati al l o c ali z ati o n of

c o m p art m e nt I, i ntr o d u c e d i n t h e  m ai n t e xt.

A k e y i n n o v ati o n of t h e  p ol y m er  m o d eli n g a p pr o a c h i s it s u s e of a n e n s e m bl e of str u ct ur e s, i n st e a d of a si n gl e, u ni q u e c o nf or m a-

ti o n, t o r e pr o d u c e  Hi- C  d at a. T h e e n s e m bl e of str u ct ur e s i s a s s u m e d t o f oll o w a  B olt z m a n n  di stri b uti o n  wit h a  p ot e nti al e n er g y f u n c-

ti o n  UM E (r), t h e e x pr e s si o n of  w hi c h c a n  b e  d eri v e d f oll o wi n g t h e  m a xi m u m e ntr o p y  pri n ci pl e (Qi et al., 2 0 2 0 ; Qi a n d  Z h a n g, 2 0 1 9 ;

Z h a n g a n d  W ol y n e s, 2 0 1 5, 2 0 1 6 ) a n d i s  pr o vi d e d  b el o w.  P ar a m et er s of t h e  p ol y m er  m o d el ar e s ol el y e n c o d e d i n t h e e n er g y f u n cti o n,

a n d t h eir v al u e s  w er e  d et er mi n e d it er ati v el y s u c h t h at t h e si m ul at e d str u ct ur e s r e pr o d u c e  Hi- C c o nt a ct  m a p s.  M ol e c ul ar  d y n a mi c s

si m ul ati o n s  w er e c arri e d o ut t o c oll e ct str u ct ur e s c o n si st e nt  wit h t h e e n er g y f u n cti o n a n d t h e  B olt z m a n n  di stri b uti o n.

E n e r g y f u n cti o n

T h e  p ot e nti al e n er g y f u n cti o n f or t h e g e n o m e a d o pt s t h e f oll o wi n g f or m:

U M E ðr Þ =
X

I

½U ðr IÞ + U i d e alð r IÞ + U c o m pt ðr Þ; [ 1]
w h er e r r e pr e s e nt s t h e 3 D c o nf or m ati o n of t h e e ntir e g e n o m e.
 I i n d e x e s o v er  diff er e nt c hr o m o s o m e s a n d r I c orr e s p o n d s t o t h e

c o nf or m ati o n of c hr o m o s o m e I.  B y  d e fi niti o n, r = f r 1 ; r 2 ; / ; r 2 3 g U ðr IÞ a n d U i d e alð r IÞ ar e g e n eri c  p ot e nti al s s h ar e d  b y all c hr o m o-

s o m e s, a n d U c o m pt ðr Þ d e s cri b e s c o m p art m e nt-t y p e- s p e ci fi c i nt er a cti o n s  wit hi n t h e s a m e c hr o m o s o m e a n d  b et w e e n  diff er e nt

c hr o m o s o m e s.

S p e ci fi c all y, U ðr IÞ i s t h e e n er g y f u n cti o n f or a c o n fi n e d h o m o p ol y m er a n d c o n si st s of f o ur t er m s, U b o n d , U a n gl e , U s c a n d U c . U b o n d i s

t h e  b o n di n g  p ot e nti al  b et w e e n n ei g h b ori n g  b e a d s. U a n gl e i s t h e a n g ul ar  p ot e nti al a p pli e d a m o n g e v er y t hr e e n ei g h b ori n g  b e a d s t o

d e fi n e t h e  p er si st e n c e l e n gt h of t h e  p ol y m er. U s c i s a s oft- c or e  p ot e nti al a p pli e d t o all t h e n o n- b o n d e d  p air s t o e nf or c e t h e e x cl u d e d

v ol u m e eff e ct a m o n g g e n o mi c l o ci. U c m o d el s a s p h eri c al  b o u n d ar y a n d i s i ntr o d u c e d t o  mi mi c t h e c o n fi n e m e nt eff e ct a p pli e d  b y t h e

n u cl e ar e n v el o p o nt o t h e c hr o m o s o m e s. T h e r a dii of t h e s p h eri c al c o n fi n e m e nt i s c h o s e n t o e n s ur e a v ol u m e fr a cti o n of 0. 1.  E x pli cit

e x pr e s si o n s f or U ðr IÞ c a n  b e f o u n d i n Z h a n g a n d  W ol y n e s, 2 0 1 5 a n d Qi a n d  Z h a n g, 2 0 1 9 .

U i d e alð r IÞ i s i ntr o d u c e d t o r e pr o d u c e t h e  p o w er l a w  d e c a y of t h e c o nt a ct  pr o b a bilit y a s a f u n cti o n of g e n o mi c s e p ar ati o n f or e a c h

c hr o m o s o m e ( Di  Pi err o et al., 2 0 1 6 ; Qi a n d  Z h a n g, 2 0 1 9 ). It  d e s cri b e s t h e t e n d e n c y f or c hr o m o s o m e s t o c oll a p s e a n d f or m t errit ori e s

i n a d diti o n t o  w h at h a s  b e e n e nf or c e d  b y t h e c o n fi n e m e nt  p ot e nti al U c . U i d e alðr IÞ i s  d e fi n e d a s
e 9 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9. e 1 – e 1 1,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0



ll
A rti cl e
U i d e alðr IÞ =
X

i;j̨ I

a i d e alðjj ijÞfðrijÞ ; [ 2]
w h er e fðrijÞ d et er mi n e s t h e c o nt a ct  pr o b a bilit y of a g e n o mi c  p air  wit
 h a s p ati al  di st a n c e of rij, a n d i; j i n d e x o v er all  p air s of n o n- b o n d e d

c hr o m ati n  b e a d s fr o m c hr o m o s o m e I. F oll o wi n g Qi a n d  Z h a n g ( 2 0 1 9) ,  w e  d e fi n e fðrÞ a s

f rð Þ =

8
>><

>>:

1

2
1 + t a n h s rc rð Þð Þ½ ; if r% rc

1

2

rc

r

4

; if r  > rc

[ 3]
w h er e rc = 2 :0 a n d s = 2 :0. a i d e alðji jjÞ m e a s ur e s of t h e str e n gt h of t
 h e c o nt a ct at a gi v e n g e n o mi c s e p ar ati o n ji jj a n d it s v al u e c a n  b e

d et er mi n e d fr o m  Hi- C  d at a a s  d et ail e d  b el o w. It c o ntri b ut e s t o a t ot al of N 1  p ar a m et er s,  w h er e N i s t h e n u m b er of  b e a d s f or t h e

l o n g e st c hr o m o s o m e ( c hr o m o s o m e 1, 2 4 9 M b).

F or t h e 1 M b-r e s ol uti o n  m o d el, U c o m pt ð r Þ i s  d e fi n e d a s

U c o m pt ðr Þ =
X

I

X

i;j

a i ntr a C I
i; C

I
j fð rijÞ +

X

I;J

X

į I;j̨ J

a i nt er C I
i; C

J
j fð rijÞ; [ 4]
w h er e I a n d J i n d e x o v er  diff er e nt c hr o m o s o m e s a n d i a n d j i
 n d e x o v er n o n- b o n d e d  p air s of c hr o m ati n  b e a d s. C I
i d e n ot e s t h e

c o m p art m e nt t y p e f or  b e a d i fr o m c hr o m o s o m e I a n d c a n  b e eit h er A or B .  W e u s e d  diff er e nt  p ar a m et er s a i ntr a a n d a i nt er f or i ntr a-

a n d i nt er- c hr o m o s o m e i nt er a cti o n s t o a c c o u nt f or t h e  pr e s e n c e of  diff er e nt  m ol e c ul ar  pl a y er s t h at or g a ni z e t h e g e n o m e at v ari o u s

l e n gt h s c al e s (Qi a n d  Z h a n g, 2 0 1 9 ). T hi s  p ot e nti al c o ntri b ut e s a t ot al of 6  p ar a m et er s t o t h e  m o d el.

T h er ef or e, f or t h e 1 M b-r e s ol uti o n  m o d el, t h e t ot al n u m b er of  p ar a m et er s i s N 1 + 6 = 2 5 4.

F or t h e 1 0 0 k b-r e s ol uti o n  m o d el,  w e f urt h er s e p ar at e d t h e i ntr a- c hr o m o s o m e  p ot e nti al i nt o i ntr a- a n d i nt er- T A D i nt er a cti o n s  d e-

p e n di n g o n  w h et h er t h e  p air of  b e a d s ar e  wit hi n t h e s a m e t o p ol o gi c all y a s s o ci ati n g  d o m ai n ( T A D) or n ot.  S p e ci fi c all y,

U c o m pt ð r Þ =
X

I

X

i;j

h
a T A D

i ntr a C I
i; C

I
j d T I

i
;T I

j
+ a T A D

i nt er C I
i; C

I
j 1 d T I

i
;T I

j

i
fðrijÞ +

X

I;J

X

į I;j̨ J

a i nt er C I
i; C

J
j fðrijÞ ; [ 5]
w h er e T I d e n ot e s t h e T A D i n d e x f or  b e a d i fr o m c hr o m o s o m e I.
i d T I
i
;T I

j
i s t h e  Kr o n e c k er  d elt a f u n cti o n a n d e q u al s t o 1 if T I

i = T I
j a n d

0 ot h er wi s e. T h e  p o siti o n s of T A D  b o u n d ari e s  w er e  d et er mi n e d fr o m e x p eri m e nt al  Hi- C  d at a u si n g t h e s oft w ar e T A D bit ( S err a

et al., 2 0 1 7 ).  H er e C I
i c a n a d o pt t hr e e v al u e s: A ; B a n d I. T h er ef or e, U c o m pt ð r Þ c o ntri b ut e s 1 8  p ar a m et er s t o t h e  m o d el. T h e t ot al n u m-

b er of  p ar a m et er s f or t h e 1 0 0 k b-r e s ol uti o n  m o d el i s t h u s 2 4 9 2 + 1 8 = 2 5 1 0.

P a r a m et e r  o pti mi z ati o n

P ar a m et er s i n t h e a b o v e e n er g y f u n cti o n c a n  b e  d eri v e d u si n g t h e it er ati v e al g orit h m i ntr o d u c e d i n o ur  pr e vi o u s  w or k s ( Qi a n d  Z h a n g,

2 0 1 9 ). I n  p arti c ul ar,  p ar a m et er s a i d e alðjj ijÞ, a i ntr a C I
i; C

I
j a n d a i nt er C I

i; C
J
j ar e t u n e d t o e n s ur e t h at t h e f oll o wi n g e n s e m bl e a v er-

a g e s  d et er mi n e d  wit h si m ul at e d g e n o m e c o nf or m ati o n  m at c h e s c orr e s p o n di n g e x p eri m e nt al c o n str ai nt s c al c ul at e d u si n g  Hi- C  d at a.

X

I

X

i;j

f rijð Þd jj ij;s

* +

=
X

I

X

i;j

f e x p
ij d jj ij;s ; f or s = 1 ; . ; N 1 [ 6]
* +

X

I

X

i;j

f rijð Þ d C I
i
;c 1

d C I
j
;c 2

=
X

I

X

i;j

f e x p
ij d C I

i
;c 1

d C I
j
;c 2

; f or c1 ; c 2ð Þ ˛ A ; Að Þ; A ; Bð Þ; B ; Bð Þf g
* +

X

I;J

X

į I;j̨ J

f rijð Þ d C I
i
;c 1

d C J
j
;c 2

=
X

I;J

X

į I;j̨ J

f e x p
ij d C I

i
;c 1

d C J
j
;c 2

; f or c1 ; c 2ð Þ ˛ A ; Að Þ; A ; Bð Þ; B ; Bð Þf g
I n t h e a b o v e e q u ati o n s, t h e  Kr o n e c k er  d elt a f u n cti o n d I e q u al s 
C
i
;c 1

t o 1 if C I
i = c 1 a n d 0 ot h er wi s e. d C J

j
;c 2

i s si mil arl y  d e fi n e d. fe x p
ij i s t h e

c o nt a ct  pr o b a bilit y  b et w e e n t h e  p air of g e n o mi c s e g m e nt s i a n d j d et er mi n e d fr o m  Hi- C. U M E ð r Þ c a n  b e s h o w n a s t h e l e a st  bi a s e d

p ot e nti al t o r e pr o d u c e t h e s e e x p eri m e nt al c o n str ai nt s f oll o wi n g t h e  m a xi m u m e ntr o p y  pri n ci pl e.

T h e c o n str ai nt s u s e d t o  p ar a m et eri z e t h e 1 0 0 k b-r e s ol uti o n  m o d el c a n  b e si mil arl y  d e fi n e d.

M ol e c ul a r  d y n a mi c s si m ul ati o n  d et ail s

T h e s oft w ar e  p a c k a g e L A M M P S ( Pli m pt o n, 1 9 9 5 )  w a s u s e d t o c arr y o ut  m ol e c ul ar  d y n a mi c s si m ul ati o n s  wit h r e d u c e d u nit s a n d

c oll e ct e n s e m bl e s of g e n o m e or g a ni z ati o n.  Si m ul ati o n s  w er e  m ai nt ai n e d at a c o n st a nt t e m p er at ur e T = 1 :0 vi a t h e L a n g e vi n  d y-

n a mi c s  wit h a  d a m pi n g c o ef fi ci e nt g = 1 0 :0 a n d a ti m e st e p of dt = 0 :0 1.
C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9. e 1 – e 1 1,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0 e 1 0



ll
A rti cl e
T o g e n er at e a n i niti al c o n fi g ur ati o n f or t h e s e si m ul ati o n s,  w e fir st  pl a c e d all t h e c hr o m o s o m e s c o n s e c uti v el y o n a c u bi c l atti c e  wit h

a n e d g e l e n gt h of 0 :9 R =
ffiffiffi
3

p
,  w h er e R i s t h e r a dii of t h e s p h eri c al c o n fi n e m e nt i ntr o d u c e d t o e n s ur e a v ol u m e fr a cti o n of 0. 1. T hi s

c o n fi g ur ati o n  w a s s u b s e q u e ntl y e q uili br at e d al o n g a 1 0 0, 0 0 0- st e p-l o n g si m ul ati o n u n d er t h e  p ot e nti al
P

I

U ðr IÞ t o r el a x  b ot h t h e t o-

p ol o g y a n d e n er g y of t h e  p ol y m er str u ct ur e s. T h e l a st c o n fi g ur ati o n fr o m t hi s e q uili br ati o n tr aj e ct or y  w a s t h e n u s e d t o i niti ali z e o ur

w h ol e g e n o m e si m ul ati o n s.  W e n ot e t h at t h e l o n g s a m pli n g ti m e u s e d i n o ur si m ul ati o n s e n s ur e s t h eir c o n v er g e n c e. T h er ef or e, all t h e

r e s ult s  pr e s e nt e d i n t h e  m a n u s cri pt ar e i n d e p e n d e nt of t hi s i niti al c o n fi g ur ati o n.

P ar a m et er s of t h e  w h ol e g e n o m e  m o d el s  w er e  d et er mi n e d it er ati v el y.  W e i niti ali z e d t h e fir st it er ati o n of t h e s e si m ul ati o n s u si n g t h e

e q uili br at e d c o n fi g ur ati o n  m e nti o n e d a b o v e.  All s u b s e q u e nt si m ul ati o n s  w er e i niti ali z e d u si n g t h e e n d c o n fi g ur ati o n s fr o m t h e  pr e-

vi o u s it er ati o n.  D uri n g e a c h it er ati o n,  w e c arri e d o ut si x i n d e p e n d e nt t e n- milli o n-ti m e- st e p-l o n g si m ul ati o n s f or t h e 1 M b-r e s ol uti o n

m o d el a n d t e n i n d e p e n d e nt t w o- milli o n-ti m e- st e p-l o n g si m ul ati o n s f or t h e 1 0 0 k b-r e s ol uti o n  m o d el.  G e n o m e c o nf or m ati o n s  w er e

s a v e d at e v er y 2 0 0 0 ti m e st e p s t o c al c ul at e t h e e n s e m bl e a v er a g e s.  A t ot al of 1 0 it er ati o n s  w er e  p erf or m e d f or t h e 1 M b-r e s ol uti o n

m o d el t o r e a c h a n err or of l e s s t h a n 5 %.  W e  d e fi n e t h e err or a s ε =
P

fsi m
i f e x p

i =
P

f e x p
i ,  w h er e fe x p

i ar e t h e e x p eri m e nt al c o n str ai nt s

d e fi n e d i n E q u ati o n 6 a n d fsi m
i ar e t h e c orr e s p o n di n g e n s e m bl e a v er a g e s  d et er mi n e d fr o m c o m p ut er si m ul ati o n.  W e u s e d 3 5 it er a-

ti o n s f or t h e 1 0 0 k b-r e s ol uti o n  m o d el t o r e a c h a n err or of l e s s t h a n 1 5 %.

Wit h t h e c o n v er g e d  p ar a m et er s,  w e  p erf or m e d a d diti o n al si x i n d e p e n d e nt t w e nt y- milli o n-ti m e- st e p-l o n g si m ul ati o n s f or t h e 1 M b-r e s-

ol uti o n  m o d el a n d t e n i n d e p e n d e nt f o ur- milli o n-ti m e- st e p-l o n g si m ul ati o n s f or t h e 1 0 0 k b-r e s ol uti o n  m o d el.  A t ot al of 6 0, 0 0 0 a n d 2 0, 0 0 0

str u ct ur e s  w er e c oll e ct e d f or t h e 1 M b- a n d 1 0 0 k b-r e s ol uti o n  m o d el r e s p e cti v el y t o  p erf or m all t h e a n al y si s  pr e s e nt e d i n t h e  m ai n t e xt.

R a di al  d e n sit y  p r o fil e

T h e c o m p art m e nt- s p e ci fi c r a di al  d e n sit y f u n cti o n s  w er e c al c ul at e d  wit h t h e f oll o wi n g e x pr e s si o n

r ðrÞ =
n ðrÞ

4 p r 2 D r$ N
w h er e r i s t h e s p ati al  di st a n c e fr o m t h e n u cl e ar c e nt er. n ðrÞ i s t h e
 n u m b er of g e n o mi c l o ci of a gi v e n c o m p art m e nt t y p e f o u n d i n t h e

s p h eri c al s h ell fr o m r t o r + D r, a n d t h e a n g ul ar  br a c k et s i n di c at e s a n e n s e m bl e a v er a g e o v er all t h e si m ul at e d g e n o m e str u ct ur e s. N i s

t h e t ot al n u m b er of g e n o mi c l o ci of t h at gi v e n c o m p art m e nt t y p e.

El e ct r o n  Mi c r o s c o p y  A n al y si s

Q u a nti fi c ati o n s  w er e  p erf or m e d u si n g Fiji v er si o n 2. 0. 0-r c- 6 9/ 1. 5 2 p  b y t hr e s h ol di n g t h e 8- bit  E M i m a g e s. T h e o ut er  b or d er of e a c h n u-

cl e u s  w a s  d eli n e at e d u si n g t h e fr e e h a n d t o ol a n d it s ar e a a n d  %  p o siti v e f or t h e h et er o c hr o m ati n t hr e s h ol d  w a s  m e a s ur e d  b y s et  m e a-

s ur e m e nt s  > li mit t o T hr e s h ol d.  N e xt, t h e s a m e n u cl e u s  w a s  m e a s ur e d a g ai n  wit h a fr e e h a n d s el e cti o n o n t h e i n n er  b or d er of t h e n u cl e u s,

e x cl u di n g t h e  p eri p h er al h et er o c hr o m ati n (t h e c hr o m ati n t o u c hi n g t h e n u cl e ar  m e m br a n e). T h e  p er c e nt a g e i nt er n al h et er o c hr o m ati n  w a s

c al c ul at e d  b y  di vi di n g t h e i nt er n al h et er o c hr o m ati n  b y t h e ar e a of t h e i nt er n al  m e a s ur e m e nt a n d  m ulti pli e d  b y t h e t ot al n u cl e ar ar e a a n d

pl ott e d a s t h e  p er c e nt a g e of i nt er n al o v er t h e  p er c e nt a g e t ot al h et er o c hr o m ati n. I n d e p e n d e nt  d at a fr o m t hr e e s a m pl e s  wit h  N  = 1 9, 3 7, 4 6

n u cl ei f or n or m al ti s s u e s a n d  N  = 1 9, 9 5, 7 1 n u cl ei f or t u m or ti s s u e s  w er e o bt ai n e d.  Vi s u ali z ati o n of t h e  d at a a n d st ati sti c al t e sti n g  w er e

p erf or m e d u si n g  Pri s m 8 v er si o n 8. 4. 2. T h e  d at a  w a s i m p ort e d a s a n e st e d  d at a s et a n d st ati sti c al si g ni fi c a n c e  w a s t e st e d u si n g a n e st e d,

u n p air e d, t w o- si d e d t t e st  wit h al p h a  = 0. 0 5.  D at a  w er e r e pr e s e nt e d u si n g a fr e q u e n c y  di stri b uti o n  pl ot  wit h  p er c e nt a g e i nt er n al h et er o-

c hr o m ati n u si n g  bi n si z e 6 % o n t h e x a xi s a n d t h e  p er c e nt a g e of c ell s i n e a c h of t h o s e  bi n s o n t h e y a xi s.

D N A - FI S H  a n al y si s

T o c al c ul at e r e di stri b uti o n of t h e  A a n d  B c o m p art m e nt i n  pri m ar y ti s s u e s, t h e n u cl ei f or 2 D i m a g e s  w er e  m a n u all y c ur at e d t o  d eli n-

e at e i nt a ct si n gl e t u m or a n d c ol o n e pit h eli al n u cl ei i n FI JI v er si o n 2. 0. 0-r c- 6 9/ 1. 5 2 p ( N  = 2 t u m or s a n d 2 n or m al s a m pl e s). T hi s st e p

w a s n e c e s s ar y t o a v oi d g e n er ati n g  d at a fr o m  p o orl y ori e nt e d a n d n o n-t u m or a n d - c ol o n e pit h eli al n u cl ei s u c h a s i m m u n e c ell s a n d

fi br o bl a st s.  A s t h e l att er c ell s h a v e stri ki n gl y  diff er e nt n u cl e ar  m or p h ol o gi e s,  w e c o ul d e a sil y e x cl u d e t h e m  b y vi s u al i n s p e cti o n.  N e xt,

t h e  pi ct ur e s  w er e l o a d e d i nt o  C ell pr o fil er v er si o n 3. 1. 9, t h e n u cl ei a n d c o m p art m e nt s p ot s s e g m e nt e d, a n d t h e ori gi n al c h a n n el i m-

a g e s  m a s k e d o n t h e i d e nti fi e d  D N A- FI S H s p ot s. T h e r a di al i nt e n sit y  di stri b uti o n of t h e  m a s k e d i m a g e s  w a s c al c ul at e d i n t h e n u cl ei

u si n g 2 0 s c al e d  bi n s  p er c ell. T o  d et er mi n e r e di stri b uti o n of t h e  B c o m p art m e nt i n c o p y n u m b er st a bl e t u m or s t o w ar d t h e n u cl e ar

i nt eri or, t h e Fr a cti o n at  Di st a n c e of e a c h  m a s k e d i m a g e  bi n  w a s  pl ott e d i n  Pri s m  V er si o n 8. 4. 2.  B e c a u s e t h e c hr o m o s o m e t errit or y

of c hr o m o s o m e 1 2 i s i n g e n er al  p eri p h er all y l o c at e d,  bi n 1- 1 0  w er e s u m m e d t o g et h er f or t h eir vi s u ali z ati o n.

R a di al  di stri b uti o n of  D N A- FI S H i n c ell s  w a s  q u a nti fi e d u si n g  C ell pr o fil er v er si o n 3. 1. 9 2 ( M c Q ui n et al., 2 0 1 8 ), s e g m e nti n g t h e

n u cl ei, f oll o w e d  b y fill h ol e s a n d e x cl u si o n of c ell s t o u c hi n g t h e e d g e of t h e i m a g e.  N e xt, t h e r a di al  di stri b uti o n of e a c h c h a n n el ( A

c o m p art m e nt ( A 4 8 8);  B c o m p art m e nt ( C y 3) a n d I c o m p art m e nt ( C y 5)  w a s  m e a s ur e d u si n g t h e  m o d ul e  M e a s ur e O bj e ctI nt e n sit y Di s-

tri b uti o n u si n g e a c h n u cl e u s a s t h e c e nt er of t h e  p oi nt s. T o o bt ai n  di stri b uti o n s f or e a c h c ell’ s r a di al  bi n i n  w hi c h t h e  m a xi m u m of t h e

si g n al  w a s l o c at e d,  w e  m ulti pli e d t h e Fr a cti o n at  Di st a n c e f or e a c h  bi n a n d c h a n n el  wit h e a c h  M e a n Fr a cti o n v al u e, a n d g a v e a v al u e

of 1 t o t h e  bi n c o nt ai ni n g t h e hi g h e st v al u e. T h e c o u nt s f or e a c h c ell a n d c h a n n el  w er e t h e n  pl ott e d u si n g  Pri s m  V er si o n 8. 4. 2.  R e pr e-

s e nt ati v e i m a g e s a n d i n s et s i n all  p a n el s  w er e g e n er at e d u si n g FI JI v er si o n 2. 0. 0-r c- 6 9/ 1. 5 2 p.
e 1 1 C ell 1 8 2 , 1 4 7 4 – 1 4 8 9. e 1 – e 1 1,  S e pt e m b er 1 7, 2 0 2 0



S u p pl e m e nt al Fi g ur e s

Fi g ur e  S 1.  C p G I sl a n d a n d  Bl o c k  m et h yl ati o n,  R el at e d t o Fi g ur e 1

( A)  B o x pl ot r e pr e s e nt ati o n of t h e  di stri b uti o n of  D N A  m et h yl ati o n v al u e s a cr o s s  C p G i sl a n d s f or e a c h t u m or s a m pl e ( x a xi s). T u m or s a m pl e s ar e s h o w n i n  p ur pl e

a n d n or m al s a m pl e s ar e s h o w n i n gr e e n.

( B) F or e a c h s a m pl e ( x a xi s),  b o x pl ot r e pr e s e nt ati o n of t h e  di stri b uti o n of  D N A  m et h yl ati o n v al u e s a cr o s s o p e n s e a  C p G s i n h y p o m et h yl at e d  bl o c k s. T u m or

s a m pl e s ar e s h o w n i n  p ur pl e a n d n or m al s a m pl e s ar e s h o w n i n gr e e n.

ll
A rti cl e



(l e g e n d o n n e xt  p a g e)
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Fi g ur e  S 2.  C hr o m ati n  L o o p s,  R el at e d t o Fi g ur e 1

( A)  B o x pl ot s  d e pi ct e x pr e s si o n f ol d- c h a n g e (l o g2 )  b et w e e n t u m or s a n d n or m al s a m pl e s ( y a xi s) f or g e n e s e n g a g e d i n e n h a n c er- pr o m ot er ( E- P) l o o p s.  G e n e s ar e

str ati fi e d  b y c h a n g e i n  E- P l o o p str e n gt h  b et w e e n t u m or s a n d n or m al ( x a xi s). T hi s  pl ot i s e q ui v al e nt t o Fi g ur e 1 C,  b ut u s e s  R N A- s e q  d at a fr o m o ur c o h ort i n st e a d

of T C G A  d at a.

( B)  B o x pl ot r e pr e s e nt ati o n of t h e  di stri b uti o n of e x pr e s si o n l o g ( b a s e 2) f ol d- c h a n g e s  b et w e e n t u m or s a n d n or m al str ati fi e d  b y t h e str e n gt h of l o o p str e n gt h f ol d

c h a n g e s ( x a xi s). T hi s  pl ot i s e q ui v al e nt t o Fi g ur e 1 C,  b ut i n cl u d e s o nl y c o p y n u m b er st a bl e l o ci.

( C)  D ot  pl ot s h o w s n or m ali z e d (E P H A 2 E- P) l o o p c o u nt s f or e a c h n or m al ( gr e e n) a n d t u m or ( p ur pl e) s a m pl e.  C o u nt s ar e s h o w n f or t h e  diff er e nti al l o o p hi g hli g ht e d

i n Fi g ur e 2 D.

( D)  D ot  pl ot s h o w s E P H A 2 e x pr e s si o n l e v el s f or n or m al c ol o n ( gr e e n) a n d t u m or ( p ur pl e).  E a c h  p oi nt r e pr e s e nt s a n  R N A- s e q s a m pl e fr o m o ur c o h ort.

( E)  B o x pl ot s  d e pi ct E P H A 2 e x pr e s si o n i n 4 1 n or m al c ol o n s a m pl e s a n d 4 8 0 c ol o n t u m or s fr o m T C G A.

( F)  N or m ali z e d (P D C D 4 E- P) l o o p c o u nt s ar e s h o w n f or e a c h n or m al ( gr e e n) a n d t u m or ( p ur pl e) s a m pl e.  C o u nt s ar e s h o w n f or t h e  diff er e nti al l o o p hi g hli g ht e d i n

Fi g ur e 2 E.

( G)  D ot  pl ot s h o w s P D C D 4 e x pr e s si o n l e v el s f or n or m al c ol o n s ( gr e e n) a n d t u m or s ( p ur pl e).  E a c h  p oi nt r e pr e s e nt s a n  R N A- s e q s a m pl e fr o m o ur c o h ort.

( H)  B o x pl ot s  d e pi ct P D C D 4 e x pr e s si o n i n 4 1 n or m al c ol o n s a m pl e s a n d 4 8 0 c ol o n t u m or s fr o m T C G A.

(I- K)  G e n o mi c vi e w s of t h e T E R C l o c u s ( F),  C O L C A 1/ 2 l o c u s ( G) a n d  C X C R 4 l o c u s ( H).  U p p er  p a n el s s h o w  S M C 1  Hi C hI P l o o p s a s gr a y ar c s;  mi d dl e  p a n el s s h o w

H 3 K 2 7 a c si g n al i n c ol o n t u m or s i n  p ur pl e.  C ol o n c a n c er ri s k  S N P  p o siti o n s ar e i n di c at e d  b y  bl u e li n e s.  H 3 K 2 7 a c  p e a k s  wit h c oi n ci d e nt l o o p a n c h or s ar e i n di c at e d

i n or a n g e.

ll
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Fi g ur e  S 3.  T o p ol o gi c all y  A s s o ci at e d  D o m ai n s,  R el at e d t o Fi g u r e 1

( A)  H ori z o n al h e at m a p s s h o w l o c al  Hi- C c o nt a ct  p att er n s (r e d h e at) a cr o s s c hr o m o s o m e 1 4 f or n or m al c ol o n ( gr e e n), c ol o n t u m or s ( p ur pl e) a n d c ell li n e s ( bl a c k).

V ali d ati o n c o h ort i s hi g hli g ht e d ( v erti c al  b ar s, l eft).

( B)  H e at m a p s h o w s  p air wi s e c orr el ati o n s  b et w e e n g e n o m e  wi d e T A D  b o u n d ar y s c or e s ( bl u e h e at) i n n or m al c ol o n s ( gr e e n), c ol o n t u m or s ( p ur pl e) a n d c ell li n e s

( gr a y). T h e s e s a m pl e s (r o w s, c ol u m n s) ar e or d er e d a c c or di n g t o a c o m pl et e li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g (t o p).  Ori gi n al c o h ort i s i n di c at e d  b y  w hit e s q u ar e s a n d

v ali d ati o n c o h ort i s i n  bl a c k s q u ar e s.

( C)  M et a pl ot of t h e 4 0 K b-r e s ol uti o n  b o u n d ar y s c or e s ar e s h o w n f or e a c h  Hi- C s a m pl e.  E a c h  p a n el r e pr e s e nt s o n e  Hi C s a m pl e, e a c h r o w of t h e h e at m a p r e pr e s e nt

o n e T A D  b o u n d ar y, a n d t h e c ol u m n s r e pr e s e nt t h e g e n o mi c  p o siti o n r el ati v e t o t h e T A D  b o u n d ar y.  Ori gi n al c o h ort i n di c at e d  b y gr a y o utli n e s a n d v ali d ati o n c o h ort

i s i n di c at e d  b y  bl a c k o utli n e s.

( D)  B ar  pl ot of T A D  b o u n d ar y c o n s er v ati o n a n al y si s u si n g t h e a p pr o a c h  b y  S c h mitt et al., 2 0 1 6.  D at a ar e s u m m ari z e d o v er  b ot h t h e ori gi n al a n d v ali d ati o n c o h ort s.

Pl ot s h o w s t h e n u m b er of t u m or s  w h er e T A D  b o u n d ari e s ar e c all e d at t h e s a m e l o c ati o n a s T A D s i n c ol o n n or m al ti s s u e s ( x a xi s). T h e y a xi s s h o w s t h e fr a cti o n of

n or m al c ol o n T A D  b o u n d ari e s. T h e o v er all c o n s er v ati o n of T A D  b o u n d ari e s i s si mil ar t o  w h at h a s  b e e n  d e s cri b e d a cr o s s  diff er e nt ti s s u e t y p e s ( S c h mitt

et al., 2 0 1 6 ).

( E)  B o x pl ot s  d e pi ct  D N A  m et h yl ati o n ( bl a c k) a n d  C T C F  bi n di n g ( gr a y) f or  C T C F  bi n di n g sit e s t h at ar e  diff er e nti al  b et w e e n  CI M P a n d n o n- CI M P t u m or s.  D at a

s h o w n f or n or m al c ol o n, n o n- CI M P t u m or s a n d  CI M P t u m or s.

(l e g e n d c o nti n u e d o n n e xt  p a g e)
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( F)  V ol c a n o  pl ot s h o w s  diff er e nti al a n al y si s of  C T C F  bi n di n g sit e s ( p oi nt s)  b et w e e n  CI M P a n d n o n- CI M P t u m or s ( p oi nt s t o t h e u p p er l eft r e pr e s e nt  C T C F  bi n di n g

sit e s l o st i n  CI M P t u m or s).  Sit e s t h at ar e h y p er m et h yl at e d i n  CI M P t u m or s r el ati v e t o n o n- CI M P s a m pl e s ar e hi g hli g ht e d (r e d;  m et h yl ati o n  diff er e n c e  > 1 5 %).

( G) L eft:  C art o o n s c h e m ati c of  Hi- C h e at m a p s h o w s a str o n g l o o p  p e a k c orr e s p o n di n g t o a n i nt er a cti o n  b et w e e n t w o  C T C F  b o u n d l o o p a n c h or s fl a n ki n g a T A D

(t o p  p a n el). T hi s t h e or eti c al  C T C F - C T C F l o o p i nt er a cti o n i s  w e a k e n e d i n a s a m pl e  wit h r e d u c e d  C T C F  bi n di n g at o n e or  b ot h a n c h or s ( b ott o m).  Ri g ht:  H e at m a p s

s h o w a ct u al  Hi- C si g n al s a g gr e g at e d o v er  C T C F- C T C F l o o p s, r e v e ali n g i nt er a cti o n  p e a k s (i. e., a v er a g e d si g n al f or t h e  pi x el s c orr e s p o n di n g t o t h e t o p s of t h e T A D

tri a n gl e s ill u str at e d at l eft). T o p:  H e at m a p s a g gr e g at e si g n al s f or l o o p s  w h o s e  C T C F a n c h or s ar e st a bl e i n n or m al c ol o n, n o n- CI M P t u m or s a n d  CI M P t u m or s (t o p).

B ott o m:  H e at m a p s a g gr e g at e si g n al s f or l o o p s  w h o s e  C T C F a n c h or s ar e l o st i n  CI M P t u m or s. T h e s e l o o p a n c h or i nt er a cti o n s ar e  w e a k e n e d i n  CI M P t u m or s.

( H)  B o x pl ot s  d e pi ct f ol d- c h a n g e (l o g2 ) i n  E- P l o o p str e n gt h  b et w e e n t u m or s a n d n or m al. L o o p s cr o s si n g T A D  b o u n d ari e s ar e s h o w n. L o o p s ar e str ati fi e d a c-

c or di n g t o  w h et h er t h e T A D  b o u n d ar y t h at t h e y s p a n l o s e s  C T C F  bi n di n g a n d g ai n s  m et h yl ati o n i n  CI M P t u m or s (l o st) or  w h et h er it r et ai n s  C T C F ( st a bl e).

(I)  B o x pl ot s  d e pi ct e x pr e s si o n f ol d- c h a n g e (l o g2 )  b et w e e n  CI M P a n d n o n- CI M P t u m or s str ati fi e d  b y  w h et h er t h e g e n e s ar e l o c at e d i n a  di sr u pt e d T A D or n ot.
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Fi g ur e  S 4.  C o m p art m e nt  R e or g a ni z ati o n,  R el at e d t o Fi g ur e 2

( A)  Hi- C ei g e n v e ct or s ( P C 1)  b a s e d o n l o n g-r a n g e i nt er a cti o n s  d e m ar c at e c o m p art m e nt s  A ( p o siti v e v al u e s,  bl u e) a n d  B ( n e g ati v e v al u e s, y ell o w) a cr o s s a 4 5  M b

r e gi o n of c hr o m o s o m e 6.  D at a s h o w  Hi- C ei g e n v e ct or s f or n or m al c ol o n ( gr e e n), c ol o n t u m or s ( p ur pl e) a n d c ell li n e s ( bl a c k).  V ali d ati o n c o h ort i s i n di c at e d ( v erti c al

b ar s, l eft).

( B)  H e at m a p s h o w s  p air wi s e c orr el ati o n s  b et w e e n t h e  Hi- C ei g e n v e ct or ( bl u e h e at) i n n or m al c ol o n ( gr e e n), c ol o n t u m or s ( p ur pl e) a n d c ell li n e s ( gr a y).  S a m pl e s

(r o w s, c ol u m n s) ar e or d er e d a c c or di n g t o a c o m pl et e li n k a g e hi er ar c hi c al cl u st eri n g (t o p).  Ori gi n al c o h ort i s i n di c at e d  b y  w hit e s q u ar e s a n d v ali d ati o n c o h ort  b y

bl a c k s q u ar e s.

( C)  H e at m a p s h o w s f ol d- c h a n g e (l o g2 ) i n  Hi- C c o nt a ct fr e q u e n ci e s  b et w e e n c ol o n t u m or s a n d n or m al c ol o n a cr o s s c hr o m o s o m e 1.  D at a ar e  b a s e d o n a n a v er a g e

of n or m al c ol o n s ( n  = 4) a n d t u m or s ( n  = 7). I nt er a cti o n s t h at i n cr e a s e i n t u m or s (r e d) or  d e cr e a s e i n t u m or s ( gr e e n) ar e e vi d e nt. T o p, l eft:  Hi- C ei g e n v e ct or i n di c at e s

c o m p art m e nt a s si g n m e nt s i n c ol o n t u m or ( A  =  bl u e,  B  = y ell o w).

( D)  Pl ot s h o w s a v er a g e r ati o of i nt er a cti o n s  wit h t h e  A v er s u s  B c o m p art m e nt s ( y a xi s), s u m m ari z e d f or c o m p art m e nt  A a n d  B l o ci f or ori gi n al (l eft) a n d v ali d ati o n

(ri g ht) c o h ort s.  E a c h  p oi nt r e pr e s e nt s t h e a v er a g e f or 1 0 0 k b  wi n d o w s  p er s a m pl e f or n or m al c ol o n s ( gr e e n) or t u m or s ( p ur pl e).  St ati sti c al si g ni fi c a n c e  w a s

c o m p ut e d  b y a t w o- si d e d  Wil c o x o n r a n k s u m t e st c o m p ari n g t u m or v er s u s n or m al a b s ol ut e  A/ B r ati o v al u e s ( ori gi n al c o h ort:  p  = 0. 0 0 4; v ali d ati o n c o h ort:

p  = 0. 0 0 5).

( E)  W h ol e n u cl e u s  m a xi m u m e ntr o p y  m o d el s ( 1  M b r e s ol uti o n) f or t w o n or m al c ol o n s a m pl e s s h o wi n g c o m p art m e nt  A i n  bl u e a n d c o m p art m e nt  B i n y ell o w.

( F)  D e n sit y  pl ot s  d e pi ct r a di al  di stri b uti o n s of c o m p art m e nt  A a n d c o m p art m e nt  B r e gi o n s i n t h e  m a xi m u m e ntr o p y  m o d el s  d eri v e d f or n or m al c ol o n s ( gr e e n, a s i n

p a n el ( E) or c ol o n t u m or s ( p ur pl e,  p a n el ( G)( 0  = i nt eri or of t h e n u cl e u s, 1  =  p eri p h er y of t h e n u cl e u s).  E a c h li n e c orr e s p o n d s t o a  m a xi m u m e ntr o p y  m o d el  d eri v e d

f or o n e e x p eri m e nt al  Hi- C  d at a s et ( 2 c ol o n t u m or s a n d 2 n or m al c ol o n s).

( G)  W h ol e n u cl e u s  m a xi m u m e ntr o p y  m o d el s ( 1  M b r e s ol uti o n) f or t w o c ol o n t u m or s s h o wi n g c o m p art m e nt  A i n  bl u e a n d c o m p art m e nt  B i n y ell o w.

( H)  M a xi m u m e ntr o p y  m o d el s f or t h e  w h ol e g e n o m e f or n or m al c ol o n s a n d c ol o n t u m or s, hi g hli g hti n g c o p y n u m b er st a bl e c hr o m o s o m e s 3 ( u p p er) a n d 4 (l o w er).

C o m p art m e nt  A i s c ol or e d i n  bl u e a n d c o m p art m e nt  B i s c ol or e d i n y ell o w.

(I)  M a xi m u m e ntr o p y  m o d el f or  w h ol e g e n o m e f or a c o p y- n u m b er st a bl e t u m or ( T 6) s a m pl e s h o wi n g c o m p art m e nt  A c ol or e d i n  bl u e a n d c o m p art m e nt  B c ol or e d i n

y ell o w.

( J)  G e n o mi c vi e w of c hr o m o s o m e 1 2 s h o w s c o m p art m e nt a s si g n m e nt fr o m n or m al c ol o n (t o p) a n d  D N A - FI S H  pr o b e  di stri b uti o n ( b ott o m;  bl a c k  b ar s).

( K)  R e pr e s e nt ati v e tr a n s mi s si o n el e ctr o n  mi cr o s c o p y ( E M) i m a g e s of n u cl ei fr o m n or m al c ol o n e pit h eli u m (t o p r o w) a n d c ol o n t u m or s ( b ott o m r o w).
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Fi g ur e  S 5. I nt er m e di at e  C o m p art m e nt I,  R el at e d t o Fi g ur e 3

( A)  D e n sit y  pl ot s h o w s  Hi- C ei g e n v e ct or  diff er e n c e  b et w e e n t u m or a n d n or m al f or 1 0 0 k b  wi n d o w s  wit h  P C 1  > 0 i n n or m al c ol o n ti s s u e.  R e gi o n s ar e str ati fi e d

b a s e d o n  d e gr e e of t u m or h y p o m et h yl ati o n.

( B)  B ar pl ot s h o wi n g t h e fr a cti o n of t h e g e n o m e ( y a xi s) a s si g n e d t o e a c h c o m p art m e nt ( x a xi s).  Bl a c k  b ar r e pr e s e nt s t h e fr a cti o n of t h e g e n o m e t h at i s  bl o c k

h y p o m et h yl at e d i n t u m or s  wit h r e s p e ct t o n or m al.

(l e g e n d c o nti n u e d o n n e xt  p a g e)
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( C)  A g gr e g at e d c o nt a ct  m a p s h o w s  Hi- C si g n al a v er a g e d o v er all h y p o m et h yl at e d  bl o c k s a cr o s s n or m al a n d t u m or s a m pl e s. T h e x a xi s s h o w s g e n o mi c  p o siti o n s

r el ati v e t o h y p o m et h yl at e d  bl o c k s. T h e e d g e s of h y p o m et h yl at e d  bl o c k s c orr e s p o n d t o T A D  b o u n d ari e s.

( D)  Pl ot s s h o w a v er a g e fr e q u e n c y of  Hi- C c o nt a ct s f or  p air wi s e i nt er a cti o n s t h at o c c ur  wit hi n t h e s a m e g e n o mi c c o m p art m e nt (l eft), a n d  b et w e e n  diff er e nt

c o m p art m e nt s (ri g ht).  D at a ar e s h o w n f or f o ur n or m al c ol o n s a m pl e s ( d ot s).  C o m p art m e nt I r e gi o n s h a v e i nt er- c o m p art m e nt i nt er a cti o n s  wit h  b ot h  A a n d B

r e gi o n s.

( E- F)  Hi- C c o nt a ct  m a p of o b s er v e d v er s u s e x p e ct e d i nt er a cti o n s i n n or m al c ol o n f or t w o r e pr e s e nt ati v e r e gi o n s a cr o s s c hr o m o s o m e s 6 ( E) a n d 1 4 ( F).

C o m p art m e nt  d e si g n ati o n s ar e s h o w n f or  b ot h r o w s a n d c ol u m n s.

( G- H)  Hi- C c o nt a ct  m a p of o b s er v e d v er s u s e x p e ct e d i nt er a cti o n s i n c ol o n t u m or s f or t w o r e pr e s e nt ati v e r e gi o n s a cr o s s c hr o m o s o m e s 6 ( G) a n d 1 4 ( H).

C o m p art m e nt  d e si g n ati o n s ar e s h o w n f or  b ot h r o w s a n d c ol u m n s.

(I)  Pl ot s h o w s a v er a g e r ati o of i nt er a cti o n s  wit h t h e  A v er s u s  B c o m p art m e nt s ( y a xi s), s u m m ari z e d f or c o m p art m e nt I.  E a c h  p oi nt r e pr e s e nt s t h e a v er a g e of 1 0 0 k b

wi n d o w s f or n or m al c ol o n s ( gr e e n) a n d t u m or s ( p ur pl e).  S h o w n f or ori gi n al (l eft) a n d v ali d ati o n (ri g ht) c o h ort s.

( J- L)  S c att er pl ot s of fir st a n d s e c o n d ( J a n d L) or fir st a n d t hir d ( K) ei g e n v e ct or s f or c hr o m o s o m e s 1 2 (I), 1 3 ( J) a n d 2 0 ( K) r e s ulti n g fr o m t h e ei g e n v e ct or

d e c o m p o siti o n  m et h o d t o  d e fi n e c o m p art m e nt s.  D at a ar e s h o w n f or t h e a g gr e g at e d n or m al c ol o n  Hi- C  m atri c e s.  E a c h  p oi nt r e pr e s e nt s o n e 1 0 0 k b  bi n a n d i s

c ol or e d  b y c o m p art m e nt ( A:  d ar k  bl u e; I: li g ht  bl u e;  B: y ell o w).

( M)  B o x pl ot s h o w s t h e  di stri b uti o n of  P C 1 v al u e s r e s ulti n g fr o m t h e ei g e n v e ct or  d e c o m p o siti o n of t h e  H C T 1 1 6  Hi- C  m atri x.  D at a ar e s h o w n f or t h e 1 0 0 K b- bi n s

t h at o v erl a p  wit h o ur  D N A- FI S H  pr o b e s.  Pr o b e s f or t h e r e s p e cti v e c o m p art m e nt s h a v e t h e e x p e ct e d  di stri b uti o n s of  P C 1 v al u e s.

( N)  B ar pl ot i n di c at e s t h e  p er c e nt of c ell s f or  w hi c h t h e  m a xi m u m  D N A- FI S H si g n al i nt e n sit y f or c o m p art m e nt s  A,  B or I i s l o c at e d at t h e i n di c at e d r a di al  p o siti o n f or

1 0 2 n or m al c ol o n n u cl ei.
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Fi g ur e  S 6.  R el at e d t o Fi g ur e 4

( A)  B o x pl ot s s h o w  H 3 K 2 7 m e 3 f ol d- c h a n g e ( y a xi s)  b et w e e n t u m or s a n d n or m al c ol o n a s a f u n cti o n of  D N A h y p o m et h yl ati o n i n t u m or s ( x a xi s).

( B)  Hi st o gr a m s h o w s t h e  di stri b uti o n of g e n e  d e n sit y,  m e a s ur e d a s n u m b er of  pr o m ot er s  p er 1 0 0 K b, f or e a c h g e n o mi c c o m p art m e nt.

( C) F or e a c h 1 0 0 K b g e n o mi c  bi n, c h a n g e i n  D N A  m et h yl ati o n u p o n 5- a z a tr e at m e nt ( y a xi s) i s  pl ott e d a g ai n st  b a s eli n e ( D M S O)  m et h yl ati o n l e v el.  R e gi o n s s h o wi n g

hi g h l e v el s of  m et h yl ati o n i n t h e c o ntr ol ( D M S O) s a m pl e s h o w e d t h e gr e at e st l o s s of  m et h yl ati o n u p o n tr e at m e nt  wit h 5- a z a.

( D)  Pl ot s s h o w a v er a g e  D N A  m et h yl ati o n f or a c o h ort of n or m al ( N) c ol o n s a m pl e s a n d l o w - ( L- A) a n d hi g h- gr a d e a d e n o m a s ( H- A) (F a n et al., 2 0 2 0 ).  P oi nt s

r e pr e s e nt i n di vi d u al s a m pl e s.  D at a ar e str ati fi e d  b y c o m p art m e nt.

( E)  B o x pl ot  d e pi ct s f ol d- c h a n g e (l o g2 ) i n e x pr e s si o n f or g e n e s i n c o m p art m e nt s  A, I or  B  b et w e e n t u m or a n d n or m al c ol o n u si n g T C G A g e n e e x pr e s si o n  d at a.

G e n e s i n c o m p art m e nt s I a n d  B ar e  d o w nr e g ul at e d i n t u m or s.

( F)  B o x pl ot  d e pi ct s f ol d- c h a n g e (l o g2 ) i n e x pr e s si o n f or g e n e s i n c o m p art m e nt s  A, I or  B  b et w e e n t u m or a n d n or m al c ol o n. T hi s  p a n el i s e q ui v al e nt t o ( E),  b ut t h e

v al u e s r e fl e ct  R N A- s e q  d at a fr o m o ur c o h ort r at h er t h a n T C G A.

( G)  B o x pl ot r e pr e s e nt ati o n of g e n e e x pr e s si o n f ol d- c h a n g e s i n c a n c er i niti ati n g c ell s tr e at e d  wit h  E Z H 2 i n hi bit or, r el ati v e t o c o ntr ol (Li m a- F er n a n d e s et al., 2 0 1 9 ).

D at a ar e s h o w n f or g e n e s i n c o m p art m e nt I, k n o w n  E Z H 2 t ar g et s i n c o m p art m e nt  A a n d e x pr e s s e d g e n e s i n c o m p art m e nt  A t h at ar e n ot  E Z H 2 t ar g et s.

( H)  D e n sit y  pl ot s h o w s t h e  di stri b uti o n of  m et h yl ati o n  diff er e n c e s i n  C p G i sl a n d s i n t u m or s, r el ati v e t o n or m al c ol o n s ( x a xi s).  C o m p art m e nt I i s  d e pi ct e d i n li g ht

bl u e a n d c o m p art m e nt  B i s  d e pi ct e d i n y ell o w.  Alt h o u g h  b ot h c o m p art m e nt s ar e gl o b all y h y p o m et h yl at e d i n o p e n s e a r e gi o n s, a r el ati v el y l ar g er s u b s et of  C p G

i sl a n d s g ai n s  m et h yl ati o n i n c o m p art m e nt  B.
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Fi g ur e  S 7.  R el at e d t o Fi g ur e 6

( A)  V ol c a n o  pl ot  d e pi ct s t h e a s s o ci ati o n  b et w e e n e x pr e s si o n a n d  bl o c k h y p o m et h yl ati o n f or all g e n e s i n c o m p art m e nt s  A, I a n d  B.  A  p o siti v e a s s o ci ati o n o n t h e x

a xi s i n di c at e s u pr e g ul ati o n  wit h h y p o m et h yl ati o n a n d a n e g ati v e a s s o ci ati o n i n di c at e s  d o w nr e g ul ati o n  wit h h y p o m et h yl ati o n. T hi s  p a n el i s e q ui v al e nt t o Fi g ur e s

6 A a n d 6 B,  b ut t h e v al u e s  w er e c al c ul at e d u si n g  R N A- s e q  d at a fr o m o ur c o h ort r at h er t h a n T C G A  d at a.

( B)  H e at m a p s h o w s  H 3 K 2 7 m e 3 a n d  H 3 K 9 m e 3  C hI P- s e q si g n al i n t u m or s ( fir st t w o c ol u m n s), a n d t h e e xt e nt of  D N A h y p o m et h yl ati o n i n t u m or s r el ati v e t o n or m al

c ol o n (t hir d c ol u m n).  E a c h r o w of t h e h e at m a p r e pr e s e nt s a g e n e. T hr e e gr o u p s of g e n e s ar e s h o w n:  G e n e s i n c o m p art m e nt  B t h at ar e  d o w nr e g ul at e d  wit h

h y p o m et h yl ati o n, g e n e s i n c o m p art m e nt  B t h at ar e u pr e g ul at e d i n  wit h h y p o m et h yl ati o n (i n cl u di n g  C G A g e n e s a n d  E R V r e p e at s), a n d g e n e s i n c o m p art m e nt I t h at

ar e  d o w nr e g ul at e d  wit h h y p o m et h yl ati o n.

( C)  B o x pl ot s h o w s o p e n s e a  m et h yl ati o n l e v el s f or c o m p art m e nt s  B a n d I ( m e a n  p er i n di vi d u al) f or a c o h ort of n or m al c ol o n s a m pl e s str ati fi e d  b y a g e ( x a xi s) ( W a n g

et al., 2 0 2 0 ).

( D)  V ol c a n o  pl ot s h o w s l o g2 h a z ar d r ati o fr o m a  C o x  pr o p orti o n al h a z ar d s  m o d el of 7, 6 9 4 v ari a bl e g e n e s  wit h e x pr e s si o n s d  > 0. 5 fr o m  pr e vi o u sl y  p u bli s h e d c o h ort

(M ari s a et al., 2 0 1 3 ). T h e s et of g e n e s i n c o m p art m e nt s  B a n d I t h at ar e  d o w nr e g ul at e d  wit h h y p o m et h yl ati o n ar e s h o w n i n r e d.  A  p o siti v e l o g h a z ar d r ati o i n di c at e s

hi g h er e x pr e s si o n i s a s s o ci at e d  wit h i n cr e a s e d ri s k of r e c urr e n c e or  d e at h.

( E)  C o ef fi ci e nt e sti m at e s a n d 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al s f or a s s o ci ati o n  wit h r e c urr e n c e fr e e s ur vi v al fr o m a  C o x  Pr o p orti o n al  H a z ar d s  m o d el. T h e  m o d el i n cl u d e s

t h e 1 4 6 g e n e hi g h ri s k i n di c at or a n d t h e ot h er i n di c at e d v ari a bl e s ( D at a fr o m M ari s a et al., 2 0 1 3 ).

( F)  C o ef fi ci e nt e sti m at e s a n d 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v al s f or a s s o ci ati o n  wit h r e c urr e n c e fr e e s ur vi v al fr o m a  C o x  Pr o p orti o n al  H a z ar d s  m o d el fit o nl y t o s a m pl e s

fr o m  p ati e nt s  wit h  St a g e II  di s e a s e (M ari s a et al., 2 0 1 3 ).

( G)  B o x pl ot s s h o w a s s o ci ati o n s  b et w e e n g e n e e x pr e s si o n a n d  bl o c k h y p o m et h yl ati o n f or 1 0 e pit h eli al t u m or t y p e s.  P o siti v e v al u e s i n di c at e u pr e g ul ati o n  wit h

h y p o m et h yl ati o n.  S e p ar at e  b o x e s s h o w  d at a f or g e n e s o ut si d e (‘ o ut’) or i n si d e (‘i n’) a h y p o m et h yl at e d  bl o c k.  D at a s h o w n f or 1 0 T C G A c o h ort s:  bl a d d er ur ot h eli al

c ar ci n o m a ( B L C A),  br e a st i n v a si v e c ar ci n o m a ( B R C A), c ol o n a d e n o c ar ci n o m a ( C O A D), e s o p h a g e al s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a ( E S C A), h e a d a n d n e c k s q u a m o u s

c ell c ar ci n o m a ( H N S C), l u n g a d e n o c ar ci n o m a ( L U A D), l u n g s q u a m o u s c ell c ar ci n o m a ( L U S C), r e ct al a d e n o c ar ci n o m a ( R E A D), st o m a c h a d e n o c ar ci n o m a ( S T A D),

ut eri n e c or p u s e n d o m etri al c a n c er ( U C E C) ( T h e I C G C/ T C G A  P a n- C a n c er  A n al y si s of  W h ol e  G e n o m e s  C o n s orti u m, 2 0 2 0).
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