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Con la caracteriz.lCión del motivo "consenso" a CTCF, también se identificaron dinucleóüdos CpG 

en dicha secuencia, lo cual llevó a la siguiellle preguIlLa: ¿Qué e[eno lendrá la presencia de CpGs 

en el motivo de CTCt'? 

Con análisis masivos del genoma y en diferentes líneas celulares de humano, se han identificado 

CTSs constitutivos y Cr:r:Ú variahles, los primeros se refieren a sitios de unión a C.TCF con la misma 

localización en todas las líneas celulares, los cuales generalmente no presentan meühción del DNA, 

en contra parre los CTSs variables son específicos de cada ripo celuhr y muestran patrones 

diferenciales de metilación; ¿sta información indica qu e la merilación de los CJSs se asocia 

negativamente con la unión de CTC!' (hgura 3) (Chcn ct al. 2012; Ong & Corees 2014). 

En el proceso de desmetiladón de la 5mC, se generan otras formas de dtosina modificada, éstas son 

5hmC (5-hidroximctilcirosina), 5fC (5-formilcitosina) y 5caC (5-carboxil citosina) (Gua ct al. 

2011). En parrinLiar, la 5hmC es una modifkación que se asocia fúerremente a elementos como 

promotores, TSSs (Transcription Start Siü-s) , c:xonc:s y enhancers; asimismo se ha rc:portado qw: los 

CJSs esL'Ín enriqu ecidos con 5hmC y en menor proporción con StC. bto llama la atención, pues 

se ha reportado que C.TC.F interactúa con las proteínas TET, enúmas oxidan el grupo metilo de la 

5mC, y generando la hidroximerilación del DNA Y consecuentemente la activación de la 

transcripción (Yu et al. 2012; Song et al. 2013; Dubois-Chevalier et al. 2014). 

,,,--

figura 3. CTCf< y la metilación dd DNA 
Los tipos celulares presellwll patrolles de mediación del DN;'\ diferenciales. CTCF generalmell[e se asociJ a CTSs 

hipomelilados y a Sll vez se prollllleve la Jccesibilidad al D:\"A y la lranscripdón (Modillcada de Ong & Corees 2014). 
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INTERACCIONES CTCF-PROTEINAS 

Otros factores que contribuyen a la versatilidad funcional de CTCF, es su participación en 

complc:jos proteicos y su interacción con divc:rsas protdnas. Se han n:portaJo muchas protdnas que 

interacttÍan con CTCF y se han clasificado en los siguic:ntes grupos (Figura 4): 1. Factores de: 

transcripción, 2. Enzimas, 3. Proteínas awciadas a la cromatina, 4. Proteínas multifuncionales 

(Zlatanova & Caiata 2009; Holwcrda & de Laat 2013). Dc las proteínas mencionadas, llama la 

atención el complejo CTCt'-cohcsina por su papel biológico, el cual se describe en los siguientes 

párrafos. 

Kaiso 

CUTA 

RFX 

e (}(:t4 

Factores de 
transcripción 

O CH08 

O RNApoIlI 

O TET! 

O ONMT1 

Enzimas 

. SUZ12 

e SIN3A 

e H2A1H2AZ 

e TopolI e Nocloof ......... 

'" / . T'"/So a Protelnas asociada a "C/ la cromatina 

/ '\ 
e PARPl 

e YB1 

• Coheslna 

ProleJnas multifuncionales 

Inreracción LiCF-cohesina 

Figura -i. Proteínas que interactóan con CTCF 

las proteínas se han clasificado en Cllatro f,'Tupos segllll 

sn fnnción. b imagen mnestra solo algunas de b • 

proteínas reportadas que in¡eractúan con CTCF 
(Ivlodif1cd,h de ZlaranoYd & Cdidfa 2009). 

El complejo CTC}"-eohesina regula la expresión génica, mediante la formación de asas de cromatina 

y su interacdún con otras proteínas, por lo que tiene un papd importante en la organizaciún de la 

cromatina de cada tipo cdular(Lee & Iyer 2(12). La cohesina está compuesta por las .~ubunidades 

SMCl, SMC3, SCC3/SAlISA2 y SCCl/RAD21, quienes forman Ltlla estructura de anillo que 

"abraza" a la cromatina, para mantener a las eromátidas hermanas junc:¡s durante la mitosis y la 

reparación del DNA(Rubio et al. 2008). El anillo de cohesina no tiene un motivo d e unión 
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específico al DNA, su localización depende de otras proteínas, por ejemplo CTCF sirve para 

posicionar al complejo cohesina sobre los cromosomas, en conjuIlLo generan ;lsas de cromaLina y 

regulan la expresión génica (Figura 5), se ha reportado que el 50-80% de los e/ss, dependiendo del 

tipo celular, sc asocian con la presencia del complejo cohesina(Lce & Iycr 2012; Mcrkcnsehlager & 

Odom 2013). 

Complejos CTCF-cohesina 
Impronta 

Elemento barrera 

•••• Q ¡+ 

Splicing altemativo Activación de transcripción 

Recombinaci6n de los genes de inmunoglobulinas Organización de la cromatina 

1- -, 
3·CSE :.= 

.fIIIIIIIIHIlf.llll-lffl~~ . _ .~ ..... ijfGCRl Ilw JH 
'------J 

D.I~j_"b.~ 

_ Promotores _ Enhancers _ CT$s O CTCF O Cohesina 

e Histonas represivas OMediadores D TFs _ RNAPII 

Figura 5. Complejo CTCF-cohesina 
La cohcsina colabora con CTCF para rcgular la cxprcsión génica '! la arquitcctura gcnómica, por cjcmplo, el ~1SO dc 
impronu; activación de genes a tr;1.Vés de enhancer, en la ±()rmaci()IJ de aSlH, e interacción COl! la himina nudear. Por 

otro lado, el complejo cohcsina; indqxndienrcmenTc de CTCF e,rahili7:a complejos necesarios para la trall<;cripción. 

por ejemplo en el caso de ER o bien en el proceso de mitosis para mantener juntas a las cromáLidas hermanas 
(1f()(üficada de lee & Iyer 2(12). 
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FUNCIONES DE CTCF 

Como se mencionó anteriormente eTC!' es una proteína funcionalmente versátil, desde un punto 

de vista global podemos dividir sus funciones en dos: 1. Regulador de la expresión génica y 2. 

Organizador de la cromatina. 

Regulador de la expresión génica 

l.a regulación de la expresión génica por CTCF OCUlTe mediante ¿i(trentes mecanismos, para esto 

CTCF puede actuar como elemento barrera, bloquear o activar enhancers, unirse a promotores y a 

secuencias silcnciadoras, o al cuerpo del gen. Existen diversos reportes de genes que son regulados 

por estos mecanismos, los cuales se describen brevemente a continuación: 

l. eTC!' como elemento barrera 

Los dementos barrera, se definen como proteínas de unión a DNA, que evitan el esparcimiento de 

hetc:rocromatina a zonas transcripcionalmente activas y pueden reclutar enzimas involucradas en la 

modificación de histonas para detener el esparcimiento de marcas de represión(Yang & Corees 

2011). Se ha reponado que CTCF actúa como elemeIllo barrera para los genes p16I1VK4fl, pRB, 

BReA!, RA.."l'SFl (figura 6), entre otros. 

SLU 

Insulator J Pérdida de la unión de CTCF 

RASSF1A 

------~ 
Propagación de helerocromatina y metilación del DNA 

, : cpGs metiladas 

t : H3K27 metilada 
9 : CpGs no metiladas 
t : H3K9 acelilada 

~:Histonas 
I : Insularor 

figura 6. CTCf como demelllo barrera para el gen RAS!)¡: 1.'1 
C:TCF permiTe la transcripción dd gen RASSFIA <11 evitar el esparcim icnto de cromaTina represiva, ];¡ cual se caractcri72 
por la IllMCl de hiswna HjK27mej, en ('ste fjemplo CTCF rambk'n ('vira la propagación de la mnilación d('1 DNi\ 

(Modificada de Chang er al. 2010). 
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2. CTCF como bloqueador de enhancers 

Los enhilrlcers son reconocidos por proleínas mediadoras y [aClores de transcripción, forman asas de 

cromatina con la finalidad de actuar sobre los promotores y poteneializar la transcripción (Gaszner 

& l-'elsenfeld 2006). Algunos genes regulados por CTCF mediante el bloqueo de enhrmcers son: los 

genes -globina, e-mye, genes improntados (p. ej. If!i2/H19, Figura 7)(Bell et al. 1999; Phillips & 

Corees 2009). 

DMR2 

H'9~o:>--<;~-___ --" 
, _ ICR ' ... _ .... / 

Enhancers 

(lcohesinas CTCF •• • 
figura 7. Blm.jutlJ Ut erdHlJlar tU cromosoma maltfllO (illlproIJla). 

Otro!; factores 

En ti crolIlosOlm. lIlattfIlO. CTCF iuentifiG1. la rtgiúlJ control dt illlprollta no mttilada y tvita qUt UlJ m!Jrtncer ;1.ctÚt 

sobre d gcnlg/2, pero a su vü IX:rmiLe la cxpresión del gen Hl'). En el cromosoma palcrno la región dc control de 
improlJta St tnCUtlltra mdibda, esto nita Sll fecollocilllitnto por CTCF Ut tal !()f[ua qUt ti enhancer sí actúa tIl ti gtlJ 

Zifl 'i al no csrar prCSCIl[C CTCF la mctilación dc la rcgión control sc csparcc hacia el promotor dc Hf') (Mod.ificad<1 dc 

Ong &. Corees 2009). 

3. CTCF y su unión a promotores 

Ll tunscripción del gen APP (amyloid -protán precursor), fue el primer ejemplo donde se observó 

que CTCl-' actüa como un activador de la transcripción, mediante su unión con el promotor 

proximal del gen, la deplcción de esta región reduce la actividad transcripcional en un 70-90% 

(Vosuov & Quitschke 1997). Cabe mencionar que en muchos casos, CTCF facilita la interaccicín 

de en!JflrleerS con promotores (Figura 8), por lo qLLe este factor tiene la función dual de bloquear o 

hcilitar la interacción con estas secuencias regulatorias (Ong & Corees 2014). 
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4. CTCF y su unión a silencers 

Los si/eneas son secuencias de DNA, que impiden la Lranscripción de un gen y en ocasiones 

conducen a la compactación de la cromatina (Gaszner & }-<'elsenfeld 2006). CTC!' reconoce estas 

secuencias y evita la expresión, por ejemplo, la transcripción del gen de la lisozima de pollo es 

silenciada por la unión de C:TCF a una secuencia silenciadora río arriha del sirio de inicio de la 

transcripción (Baniahmad e[ al. 1990; A\vad 1999). 

5. ere .. y su unión en el cuerpo de genes 

ero puede unü>c en ,egionc; imng¿nico, y de em ¡',,·m, "gula, exp",ión o bien puede 

participar en splicing. Por ejemplo, C:TCF se une a una secuencia localizada en los primeros dos 

cxoncs del gcn h TERT (Figura 9) y reprimc la transcripción (Renaud c[ al. 2005; S Rcnaud c[ aL 

2007). En lo que respecta a Jplicing, el ejemplo es el gen CD45 (Figura 5), en este caso CTCF se 

une al exon 5 no mediado, promoviendo su inserción en el pre-mRNA y en el mRNA maduro 

(Shukla et al. 2011). 

Actiyación transcripcional 
(interacción promotor-enhancer) 

Promoter Enhancer ..... V CTCF 

Figura R. Intnacci()nc~ promotor-enhaf)ca mediadas por CTCF 

cohesin 

CTCr puede promovtI la trallliCripdóll ullitlldose al promotor y/o potellcializ.mdo el efecto de mhancn~ sobre el 

promotor dOllde -;e ellClleIltre, como se maestra tll la fi~'11rd (Iv1m!if-kddo de Kim et al. 2015). 
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Células somalicas 

? 

- 200 - 100 

Células tumorales 

----f _ TranscriPción inactiva 
... hTERT 

? 

I 
+1fATG 

Transcripción activa • 

~ 
, .. 

hTERT .¡ 
"'''''''' ¡;¡j;", '"'''''V'"''''' I I I I 

-300 - 200 - 100 +1fATG CTS 100 

figura 9. CTCF y su unión al CUtIpO dd gel! hJIRJ' 
Cuando el gen h TERT se encuentra hipOIllClilado, CTCr se UII,' a los primaos cxones y l'viLa la expresión (!\Iodolocado 
de Sréphanie Renaud et al. 20(7) 

Organizador de la cromatina 

Por otra parte, CTCF contribuye a la organización espacial del genoma, mediame la formación de 

asas de cromatina, de tal !-orma qu e regula la interacción a distancia deIltro de los cromosomas y 

entre ellos (Ong & Corees 2014). 

La organización estructural de la cromatina se refleja en los perfiles de expresión de cada tipo cdular; 

durante la intcrtJ.sc cchtlar los cromosomas se organizan en "territorios cromosómicos" y a su vez la 

cromatina se compone en eucromatina o en heterocromatina, esta última prepondera unida a la 

lámina nuclo::ar y o::n la ptriteria dd nucléolo (Cro::mo::r & Cro::mo::r 2001). La lámina nuclo::ar tlll1ciona 

como un compartimento de represión transcripcionaJ, dond e proteínas de esta región se unen 

directamente a la cromatina y a reguladores transcripcionales, en conjunto originan "dominios 

asociados a la lámina" (LADs, Lamin Assocíated Domaílls), los cuales sc caracrcrizan por una 

cromatina represiva. Dentro de los territorios cromosómicos, segmentos de los cromosomas pueden 

adoptar una organización, en forma Jo:: asas, la cuaks repro::so::ntan un do::mo::nto sub estructural do:: la 

organización espacial del genoma (Guelen et al. 2008; Zhao er al. 2(09). 

CTCF se asocia eon proteínas de la lámina nuclear promoviendo la formación de asas, por ejemplo 

los bordes de los UDs están delimitados por ere!' y se caracterizan por [ener la marca de represión 



20 
 

1I3K27md (Guelen et al. 200R). Bing Ren)" colaboradores (2012), propusieron que dentro de 

cada territorio cromosomal se forman asas que regulan la inte racción a larga distancia. a los que 

llamaron" dominios ropológico ... ~ (1 ADs, '} Í1P()!()gic AsS()cúlted D()f!lains), lo ... cual e., pueden contener 

CTSs, que al ser reconocidos por CTCF logran eSlableccr otras asas mediadas por la dimeri:¡:ación 

de esta proleína, a esus CSlfUomas se les ha denominado "subdominios ad hoc" (Figura 10) (Dixon 

el al. 2012; Li el al. 2012). 

-------------- - ll1:LJr :Q~~ 
------------------------------,----------------------- j 

Lámina nudear 
Envoltura nuclear _ _ 

#'-"-

r-------------

Trans 
O CTCF 0-c::::::t Coresina 

Cis 
~ tRNA gen 

,. House~eeping 
, 
I ge n 
, 
I aDSI NE ele ment I 
I ______ ---------~ 

l'igura I (l, el'e¡: y h org3ni7,ación d~ h cromatiL13 

ad hoc 
: Subdominio I 
------------

ivluJdo ele- lo, dominios lOf1olópco, ~n d gUlOIlla mediado, por CTCI'. a la iZ'luinJa ,e c'Sélu~Illalilan lo, {auor~, 

proteicos qUt est:in implicados Ulla formación de dominios (CTCI', ./>.kdiador, Cohesina), ~sí mi,mo Sé' h~ dcscrilo 
~Il~ ~L1 1 .. hose dd dominio la, s~cuenciJS de [»~A g,ener,lmente encontro,bs corre'lx)L1den a g,eL1es cOllSritutivo, y 
secuencios SIr\E. En b pone Sllperior "" repreSeL1l,n los lil"X)" de dominios ~lle pued.n generarse, en .) .1 interior dd 
,NI I" .. y afliv¡dad lran,n¡póo,,~l rOI1I',1"io J lo ob",,,'~do JI C<le,ior' ,kl , .. <;;\: b) CJSO rOl1l'Jr¡o C'1l d n:p"''':I1IJdo .'" J); 

el el ¡'1l.,,¡0I" dd ~"l esta enriquecido COll marel, de hislollas ~C(iyas; d) d asa ,,:para una '''gión cromal,,,ica aCliY~ de 
UIla in:lctiva (li el al. 2(12). 
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ALTERACIONES FUNCIONALES DE CTCF 

La versatilidad funcional de CTCFJ hace de éste un factor maestro del genoma, pues regula el arreglo 

espadal de los cromosomas en cada tipo celular y la expresión de genes involucrados en distintos 

procesos celulares. La desregulación de estas funciones conduce al desarrollo de enfermedades, como 

el cáncer, en esta patología se han reportado varias alteraciones en CTCF que contribuyen al 

desarrollo de la tumorog¿ncsis, las cuales pueden ser: 1. Mutaciones en el gen, 2. ModiAcacioncs en 

los CTSs, 3. Modificaciones post-traducdonales, 1. LocahLadón celular y niveles de expresión; estos 

aspectos se describen a continuación. 

l. Mutaciones en el gen CTCF 

En cáncer esporádico de mama y próstata, se han reportado mutaciones del ripo: puntuales, sin 

sentido e inserciones en el cuerpo del gen, asimismo el locus del gen CTCF frecuentemente se 

encuentra Jeletada (Filippova et al. 1998a; Aulnlann et al. 2003: Kemp et al. 2014). En tumores de 

Wilms, mama y próstata se han reportado mutaciones en los /Fs 3 y 7 (Hgura 11), las cuales 

impiden la unión de CTCF a secuencias reguladoras de genes como l~IYC, If!:f2 Y p19ARF(Filippova 

ct aL 2002). 

Mama Próstata Wilms Wilms 

i ÑKJ :;;:;J ~ ~ 
g ~ J);l JiJiM ~ 

c.oc _<= • 

figura ll. i\ILlladonts tnlos dedos de Zinc de CTCv 

N·terminal 

C·tarminal 

La imagen de la il.qnierda muestra las mutacione.<; qne se han encontrado en rumore.<; de mama. próstata y \(!ilm." las 

cuales rcsul [<111 cn sus[itucioncs (k ami no:ícidos el1 los dcdos de Zi I1C ::; y 7, como se mUC$[l'a cn la imagen (kn~dla, estas 

pO!dcione~ Mm críTicas para el reconocimiento del DNA Y para la formación de 1m dedos de Zinc (Modificado de 

Filippova et al. 2002), 
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2. Modificaciones en los CTSs 

Ll unión de CTCF a SLlS CTSs puede ser alterada por mutaciones o meLilación del DNA en estas 

secuencias blanco, los genes reportados cuya expresión se desregula por modificaciones en los CTSs 

son numerosos. En el caso de mutaciones, éstas pueden oeurrir en promotores o regiones de control 

de impronra, como se ha reportado para los genes Xist y H19 respectivamente; ademá., se ha 

reportado que las secuencias blanco del complejo CTCF-cohesina presentan alto porcentaje de 

mutaciones (Katainen et al. 2015; Pugacheva et al. 2005; Pant et al. 2004). En cuanto a metiladón, 

la ganancia de mediación en secuencias regularorias de genes como hn,RJ; p161NK4a, BReAl, 

Rb, RA"l',SFl A, RARRh'Sl, miR-125bl (}-<'igura 12), entre otros, impidcla unión de CTCl-' (5 Renaud 

et al. 2007; Witcher & Emerson 2009; Butcher & Rodenhiser 2007; De La Rosa-VeLí:Lquez et al. 

2007: Chang ct al. 2010; Pcng et al. 2012; Saito & Saito 2012). 

Células no tumorigénicas de mama 

I miR-12Sb1 

Células de cancer de mama 

mIR-125b1 

Figura 12. Modific~dón de CTS" por medladón dd OKi\ 
El CISsdcl promoTOr dd gen miR-1251, al presentar meriladón dd !)NA ycn este caso mar..:.'!, de hi,tonas rcpresiv3s, 

evita que CTCF se una a esta región y se inactiva la exprcsión, csro sc ha I'epormdo en cánccr de mama (Sairo &, Sairo 

2012) 

3. Modificaciones post-traduccionales 

Como se mencionó en p;irrafos anteriores, CTCr: puede presentar tres tipos de modificación post-

traduccional: fosforilación, poli(ADP)ribosilación y sumoilación, lo cual le permite interactuar con 

otras proteínas y le conflere mayor versatilidad funcionaL Diversos reportes demuestran la 

importancia de dichas modificaciones en CTCF, las cuales le permiten regular la expresión en 
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6. RESULTADOS 

Evaluación de la expresión proteica de CTCF en líneas celulares de cáncer de mama 

Ensayos previos de U7estern BlOf en nuestro laboratorio nos permitieron observar que la línea celular 

de cáncer de glándula mamaria MCF-7, comparada con otras líneas celulares de mama, muestra 

mayor cantidad d e CJ'CJ-<, tanto en extractos totales como en extractos nucleares y dtopLísmicos 

(datos no publicados). Debido a 10 anterior, verificamos los niveles proteicos de ere\-< en las líneas 

celulares de cáncer de mama MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-153 Y MDA-ME-1G8, a partir 

de extractos totales de proteína, realizamos un análisis densitométrico del Western BlOf con ¡mage] 

(Figura 13). Los resultados corroboran que MCF-7 tiene mayor abundancia de CTCF, con base en 

este n:sultaJo, decidimos emplc:ar la línea celular MCF-7 para dc:terminar genes blancos de CTCF . 

... _ Tubulinaa 

" , 
o 

'" ~ 

.o g 
" u 

t:; 
.~ " 
~ 
~ " , 
" " o • " E 

"L __ 
MU-7 M()'\-MB--131 MOA- MB-453 MDA-MB--468 

figura 13. Expresión de CTcr en líneas celltlares de dncer de mama 
W'estern Blof ~ p~rtir de extr~ctos torales de proteína de las líneas celnbre, MCF-7, ~1nA-I\im-231, ~1nA-Mll-15:) r 
~1D;'\-MB-468. la película del -¡:Ve.>·fcm Blot sc CSC<1ncó y cuantif-icó COIl TmlJge1. para comparar la abUlldancia de CTCF 
en las diferenres línea~ cellllare" se determinaron 1m radios de inrensidad de la ~cúal de CTCF en .\1Cf-7, re~~cto a la 
intensidad de la señal de 
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AbaLimieTllo de la expresión del racLOr nuclear CTCF en la línea celular MCF-7 

De~pw~~ de v~rifkar 1m altos nivdt:s protdw~ d~ e rCF en M Cf-7, abatimos ~u ~xpr~siún mdiante 

un ~i~tt:ma lentiviral, con el objetivo de determinar lo~ po~ible~ cambio~ en la actividad 

rransuipcional de genes, sugcrentcs de la panicipación dc CTCF sohre Sll reglllación. 

Para dicho abarirnicnro, se urilizó el vcctor pLL3.7 para clonar la secllcncia illrcrfcrenre (shRNA, 

short hairpin) contra el mRNA de CTCF, las células se denominaron MCF-7 shCrCFy ~tCF-7 

mock (control). Dt:spués de la transducción viral, los cultivos celulares st: mantuvieron en selección 

con puromicina, cabe m encionar que originalmente el vector pLL3.7 tiene un cas.<ette que codifica 

a GFP (Creen Piuoresccnt Protán), el cu~.1 rue reempht.ado con un mssctre de resistencia a 

puromicina. Para corroborar el abatimiento de la proteína CTCr-, se realizó un ensayo de W'e.¡tern 

B/otcon extractos de proteínas totales, los resultados permitieron confirmar el abatimiento d e CTCF 

(Figura 14). 

MCF-7 mock MCF-7 shCTCF 

- CTCF 

~_ ~ ~ ___ Tubulinaa 

., 

Fisura 14. Abatimiento de CTCF en la línea cedular MCF-7 (shCTCFj 

Arriba se mu~stra la película dd 'IFestC!' BUlt, donde se observa el abarimiento de la proteína ceOlllO cfcno dd ,·hCTCF. 
Abajo se prelienta la grátlca corr~lipondiente al análisis densitométrico, donde las barras corresponden a la desviación 
csd.nd,u. 
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Perfiles del transcriptoma en MCF-7 mock y shCTCF 

Con el objetivo de determinar genes blanco de CTCF en cáncer de mama, se realizaron 

microarreglos de expresión, con el sistema GeneChip "" Human Gene 1.0 ST Array de AJJYmetrix. Los 

datos obtenidos se agruparon y analizaron mediante el sistema denominado "Análisis de 

Componentes Principales" (peA, Principal Component Analysis), con el software Partek Genomícs 

Suite 6.511, el cual mostró diferencias globales del transcriproma entre MCF-7 mock y MCF-7 

shCTCF (Figura 15). 

PCA M~plng (68.9%) 

190 

152 11,'N_'-' 

114 l Mitt+-l-W!L 

76 1H+t-H-I.j.. 

~ 
¡¡: O ~ j...H-r .: 
~ 

·37 

· 75 

-113 

·151 

PCJJ1306% 

• MCF-7 mock 

• MCF-7 shCTCF 

Figura 15. Análisis de componentes principales 

El peA muestra que existen diFerencias a nivel global del transcriptoma entre MCF-7 rnock (grupo rojo) y MCF-7 
shCTCF (grupo azul). 
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Genes expresados diferencial mente MCF-7 shCTCFrespecto a MCF-7 mock_ 

Para determinar genes expresados diferencialmente y correlacionarlos con la acción de CTCF, se 

anali'L~uon los datos mediante una ANOVA con el programa Partek Genomics Suite 6.5v, utilizando 

el valor p<0.05 yun fold c/;(mgedc 1.2 (cambio de expresión ~ +/- 120%). De cste an~ilisis obtuvimos 

un cluster jerárquico, el cual muestra 15 genes que se encuentran difáencialmente expresados, 9 

sobre expresados (FXYD3, CDFl5, RASCRPl, Ci."4BL, PADD, C"'EAC""'..A."45, lV1ACrl, NBPF4, 

SENJ/16A) Y 6 sub expresados (EFEMPl, CTCF, CFRAl, DLXl, BAMBL TGFB2) (Figura 16). 

Dentro de los genes reprimidos, en MCF-7 shCTCF se observó al gen CTCF, lo cual permitió 

corroborar el decto del shor1 hairpin (Figura 17, anexo tabla 4). 

MCF-7 shCTCF MCF-7 mock 

( -) 

Figura 16. Cluster jedrquico de los genes diferelld~lmellre expres~dos en MeF-7 shCTCF. 

En ;\lCP-7 "hCTCF se sobre expresan los genes FXYD3, CDFL5, RllSCRPl, CJ1BL, PAD13, CE1C/L\15, MACn, 
i''¡liPF4 y SRMA6A; se sub expresan los genes EFEAf!'l, CTCF, GFRA 1, fJIXI, 8Al'vf!JJ y TGFli2, (p<O.05 y un fo/d 
cfJllngcde 1.2). 
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(Anexo, Figma 26). Los resultados muestran que CTCF se une a las secuencias reportadas en la base 

de dalos (Figura 20), por lo que nos permitimos suponer que es La proLeína Liene e[eclos sobre la 

regulación en la transcripción de HFl:MP1. 

....... "' .... ,,"" .. "'1" " ' 111 ' 1 " "'" " 11 I"' ~ ' 

C751 

Figura 19. Sirios dc cnriquccimicnto CTCF 
l'au el gen LFLiHPl en hlínt"d celular .'vtCF-7, t"xistt" in±()fIlladón dt" dift"rentes Cbll'-'ieq, dos de ello'i mut"stran un 

sitio dc cnrii"]llccimicnto para eTeF cn la rcgión promotora del gen (erS 2) y los rcstanrcs mucstran nn sitio rio arriha 

del prOlllOllJI (CTS 1). El gen EFE.\1P 1 se llbiGl en el U()lllo.\()llla 21'16.1 y en la cadella dlltiselltido. 

Input '" CTe' Perlas c~ 

CTSl - - • 
, 

J _ 19G • _ m ., = F<'<1y. 

" " 
CTSZ - - ~ 

5 • , 
e 
< ., 
" " .~ 

¡ , 
" C/Sl e/s:!. 

Pigllra 20. CTC ... se une 3 los e¡Ss reportadO'i para el gen LFLiHPl 
La 11llilÍn de CTCF JI CTS 1 y 2 ,c cv~lnó por ChIP cn b línc~ celnbr 1\1CF-7. b imagcn "'npcrior mllcstr~ 1m nivele, 

de amplificación por PCR de los fragmentos inlIlunoprecipitado'i para estas regiones. La gdfica representa la 

dcnsitomctría del gel. realizada con Jmt1g~l. donde sc visualiza un enriquccimiento de eTCF en alllh~, rcgioncs de 

DNA, en !\.ICP-7. 
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CTCF como barrera de metilación del promotor EFEMPI 

Una vez identificados los CTSs en el gen EFE1WPI y teniendo como antecedente que la unión de 

C'TCF protege de metiladón en el DNA Y promueve la expresión, decidimos evaluar si estos sitios 

se encuentran en una isla CpG, para esto empleamos los programas MethPrimer y A1ah)'¡ Primer 

Rxpress, bajo los parámetros: tamatÍo :<:200pb, 50% de contenido GC y frecuencia 

observada/esperada de 0.6. Encontramos que el CTS 2 se encuentra embebido en una isla CpG 

(Figura 21), estos resultados nos sugirieron que la expresión del gen EFEMPI, podría depender de 

la unión de CTC!' al C[52 y que esta secuencia debe encontrarse libre de metilación. 

"S> "52 

!jf~, 
'" .:-"'~~::':.::---::~~, ':'-"."-"~~~':'-,,-,.-~r'::-:.::--.-, •• :,~:-:.~,-"-::~:-:.~, -

ltSP Pr, .... Sri. CpG ¡.h .... 
I'Ittl>jl.~S!>«ific _ _ 

...... ~l.t..d_Spoc!ric "" n 

figura 21. I'romoLOr E¡:EII1Pl embebido en una isla erG 
La secuencia analizada para la identif:!cación de isla CpG, parte de -300 a + 1 000 respecto al TSS del gen; el promotor y 
el primer exón del ellerpo del gen de FFFlvfPl, se enCllentran embebidos en una isla epG de al[a densid;¡d. La isla se 

mueSTra en color a7.11!, representa el porctnraje de ce, hajo el eje X se muestran con líneas verticales roias 1m 

dillllcletÍTi,-los ce, asimismo se ohscrv~1l los "irim ~mpl¡flc~clos por los juegos ,-le primar IlS~,-l()S p~rJ la pflleh~ ~Isr 

(hgura 23) 

Para abordar e:sta ide:a, de:dJimos e:valuar la e:xpre:sión de: EFEMPl e:n [as líne:as cdulare:s MCF-7, 

MDA-MB-231, MDA-MB-453 Y MDA-MB-468, con la finalidad de encontrar un modelo celular 

que no exprese el gen (Figura 22). Los resultados mostraron que la línea celular MDA-MB-453 es 

negativa a FFFMP 1, por lo que si nuestra hipótesis se confirma, en este modelo celular el e/s 2 

debe:ría presentar me:tiladón, lo cual 110 ocurriría e:ll los moddos cdulare:s que: sí tiene:n e:xpresión 

de EFEMPlj para e:xp[orar e:sta idea realizamos e:nsayos Methyl Specific Primas (MSP), cabe: 
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mencIOnar que los primen L1[ilizados amplitkan denuo de b secuencia reportada como CTS 2 

(Anexo, Figura 27). Encontramos que las líneas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 no presellLan 

metiIación, la línea MDA-MB-468 tiene una metilación parcial que no impide la expresión de 

Fi-'"J:MPl Y la línea celular MDA-MB-453 presenta metilación (t'igura 23), estos resultados 

sustentan 11l1estra hipríte.'iis. 

, 

.1. 
EFEMPl -- -
RPS18 _ 

MLl I MIJA MU D l MlJI\ MU 4~J MUA MU_ 

Figura 22. Expresión de FFFMl'l en líneas celulares de mama 

A la iLquicrda se lllueSLf,1ll los produCLos d,~ PCR pumo final cn Ull gel de agarosa ,ti 1 '}ü, a la derecha se ,~llcuelllra la 
gráAca ohtenida de la cuantificación relativa por C]PC:R, cn amhos ensayos sc enCOnTró q¡]C la línea celular 1\IDA·MB-
153 es negadva a F.FF.Ml'l, 

M u M U -,,;M;;,.....;,U _ _ M u 

Figllra. 23. MSP EFEMl'J 
La línea u~luLu .l\1DA-MB-453 es posiLiva para llIeLilaci(')[J de la .>t'Cuemia aI¡,tlüada, las líneas ~vICf-7 y ~vIDA-MB-

231 son ncgativas y la línea celular ?\1Di\-MB-468 prescnw una metilación intermedia, esto se debe a que ambos juegos 

de primct amplillean (ver ¡¡gura 21). 
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CTCF. Rad21 Y sitios de hipersensibilidad a DNasa 1 en CTSs de EFEMPl 

Una vez determinado que la línea celular MCF-7 presenta expresión de EFElvJPl y que CTCF se 

une a los Cl'Ss de dicho gen, donde el C1S 2 se encuentra libre de metilación, decidimos evaluar 

en la línea celular MDA-MB-453 la unión de CTCF a estas regiones; además con el objetivo de 

evaluar si en esas regiones hay marcas de histonas de cromatina abie rta o cerrada, incluimos los 

anticu erpos para H4K 16ac y H3 K27mc3. 

Los resultados nos confirman que la expresión de EFEA1P 1 depende de la unión de CTCF a los 

Cl"S's, donde la meti!ación del Cl'S 2 evita la unión de CTCF, de tal forma que no hay expresión 

de tr'.tJ'vlPl. En lo que respecta a las marcas de cromatina evaluadas, la línea cclular MDA-MB-

453 se caracteriza por mayor presencia de H3K27meJ en los CT.Ss en comparación con MCF-7, 

mientras que no hay cambios signitlcativos en lo que respecta a la marca de cromatina abkrra 

H4K16ac (Figura 24) . 

MCF-7 . ". _ .. . . --

.. _ "",., _ .. a ·, _ .......... " _ .......... .., , .. , .. • r • , 
" 

o 
! t 

.. 
~ " 
~ " I " .~ .~ 
~ " < .. 

" .. 
CTer H4 ~16¡c 1l31:11me3 ClCF 

Figura 24. ChIP CTCF y marcas de hi~t()n,1~ en ;\1CF-7 y MDA-MB-453 
Las gráficas representan el análisis dellsitomctrico realizado en rmügel. 

CTS2 

H4Kl6ac H3K27me3 
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UT-AC"'PSeq ""_1 Cl(:' 

~N(OOf GI$("'''_""," "':'_1 Cl(: ' re pl 

MCF-7 

MDA-MB-453 

Figura 25. Modelo de regulación transcripcional para EFEMP 1 
La imagen superior muestra el análisis obtenido del Roadmap Epigenomics, donde se observan sitios de enriquecimiento 
en los CTSs para Rad21, los cuales coinciden con hipersensibilidad a DNasaI, además se observa una interacción entre 

los CT~s. La imagen inferior refleja nuestra propuesta de modelo transcripcional, donde en líneas celulares positivas a 

EFEMPl, como MCF-7, la unión de CTCF y Rad2l en los CTSs, además de un promotor hipometilado son requisitos 
para la expresión del gen. Cuando el promotor se hipermetila, CTCF no se encuentra unido al CTS 2 y no hay expresión, 
como se determinó para MDA-MIl-453. 
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Secuencia CTCF Target Site 1 

5' ACCGTGCCCAGCCCAAATCTTTAAAATCTCAGATTCCTCTGAGCTCAGAGCAATT'I"l'AGGAAGGTGAATTTACTGCAATT 

TCCACTTGCATTCTGCTAAATCCATGCATCCAGTTTGAATCCATAAAGTTGGACTCCATTAAATAAATCAT ]' 

Promotor EFEMPl -300 a 1000 del TSS 
Secuencia CTCF Target Site 2 

GG'IGGC!,,"\.i\T;\TTTG':'TG,v,TGGl\TG.~..l'.TTCTC!,T'::'TTTCTCC!\TTTGTGGl.J\GCi\G;\C!.CC'::'CCTCl'J'.J\!lJ.I;'\I~.,Vv.'l\lI 

.~TCCGAAAG.~GG'IAAAGGAAACAGTTCTATGAP.TGGGGGTTAP.TTTACTCTCCTAGCA':'TCACTTATTGC~~ , 
AACTAACACCACTTTCTACAACCCTCTGCTCTCTGACGCACAT CCTCTGTTCCCCTCCrtAGACAACAACAAAACCCACT 

A(;AI;"I;'( I;I;I;A(;CA'I 'CCCCA AI;I;C'I'I ;AAI;U;CA'('(;CAI;(;AC,,'( C"CA'I'(~('C"AC(; 'I;'I'CC'('(;' 'C'I'GGCGTGGGGTCCCCG 

CGAGTCTGGGAAACGAGGAGCTGGCAAGGGAGGGCAAGCGGGGGCGGCMAGAGGGCCCCTGGAGCAGGGGGCGCGGACC 

TCGCTGCGCTGCGCGCTCTACCGCCGGGCTCGCAACGCTGGGCTCAGCGCTCGCGCCTCCCTCAGCTCTCTCCTCCGCCC 

CCCTTCGCCCTCCCCCTTTOOCTCCCTTTCTCCTCCTCCTCCTGCCGCCGCGGCCGCTGCOG~CTTCGCCAGATCAGAC 

CCACGGGGCTGCCCTCCCCTGCGCACTCCCCTCGCTGCCCGGGCCCGGAGCGCAGCGCGGCCGCACAGGTAGGAGCCCCC 

AACGGGGGGTCGCCCCGAGCGAGCCCAGTACTCACTGGGCCGCGCGCGGGAGAGTGAGGTGGGGTGAGCTGAGGGGTGTT 

GAGTACCCG.AGAACTGCCCTGGACTGTGCAGGGTGTCTCGGGCAGAGAGGG1IGGTGGlIGGTGTGCAGCCTOGGAATGCGA 

TCTGTCAGCAAGTGCGAGTACTCGGGTGACATCTGTTGGGATGGGCATGTGTGTGCGCGCOGACAACCAGOCGGCAGGGC 

TTTGCCCATAAACGTGGTTTI'GAMGTTTAGGGGACCAGTGTGCGAGATTTAAGCCGCACCTGGATTCCATAGGAGCTGG 

GGGCCAGGCCGCCCGCCCGAAACTGGTACCTTGGGCTGCGGTGCGATCCCTGGTTCCGGTCCTAGGCJ\GCCTGAAACCGA 

,'GGTI\.GCGTGTCGGGGhCCC,'Gl\.CTG!,T,V.Gl\.C!cN'J'I.Gi\GIVl.TCl\.GTCGCTTTGGGCTGCCCCTCClI.Cl\.CfuICCTGGGl\.C 

TTTTAAACAAAGCTG'::'GCGCA 3' 

MCF·7 gONA 
Pr imen CTCF Ta rget Sites fffMPl 

2Sng sOng 750g 1000g C-- ----
----

Figura 26. Secuencias CJ:~~' 

StCllt'Ilcia'i cont.>polldit'lltt.\ a lo'i CTS J y 2, el CTS 2 St lIlut~tra tIllt'tra lltgrita delltro de la 'it'cutllcia del promotor 

de FFFJvfP f (-jOO a 1000 del TSS, marcado con f-lcell<1 vcrde). En rojo se mUCS[l'an los sitios donde se andan los 
primm diseúados para el ensayo de ChIP, los cuales se probaron en DNA genómico igDNA) de MCP-7 como se 
mueSTra en el gel de aguma. 
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Promotor metí/ado -300 a 1000 del TSS 

5 ' AGATTATAAAATAAATTTTATTTTATAATTTTGTTAGTGTAAGTTTTATTTGGTTTATTTTTAATATTAAGTATATAGTA 

GGTGGTAAATATTTGTTGAATGGATGAATTTTTATTTTTTTTTATTTGTGGAAGTAGATATTTTTTTAAAAAAAAAAAAA 

AATTCGAAAGAAAAGGTAAAGGAAATAGTTTTATGAATGGGGGTTAATTTATTTTTTTAGTATTTATTTATTGGGAAAAA , 
AAGTAATAGTAGTTTTTAGAATTTTTTGGTTTTTGAGGGAGATGTTGTGTTTTTTTTT~AGAGAAGAAGAAAACGTATT 

AGAGAGTGGGAGTATTTTTAAGGTTGAAGCGTATTTAGGATATTATATGTTAACGTGTTTTTTTTGGCGTGGGGTTTTCG 

CGAGTTTGGGAAACGAGGAGTTGGTAAGGGAGGGTAAGCGGGGGCGGTAAAGAGGGTTTTTGGAGTAGGGGGCGCGGATT 

TCGTTGCGTTGCGCGTTTTATCGTCGGGTTCGTAACGTTGGGTTTAGCGTTCGCGTTTTTTTTAGTTTTTTTTTTCGTTT 

TTTTTCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTCGTCGCGGTCGTTGTCGGATTTCGTTAGATTAGAT 

TTACGGGGTTGTTTTTTTTTGCGTATTTTTTTCGTTGTTCGGGTTCGGAGCGTAGCGCGGTCGTATAGGTAGGAGTTTTT 

AACGGGGGGTCGTTTCGAGCGAGTTTAGTATTTATTGGGTCGCGCGCGGGAGAGTGAGGTGGGGTGAGTTGAGGGGTGTT 

GAGTATTCGAGAATTGTTTTGGATTGTGTAGGGTGTTTCGGGTAGAGAGGGAGGTGGAGGTGTGTAGTTTCGGAATGCGA 

TTTGTTAGTAAGTGCGAGTATTCGGGTGATATTTGTTGGGATGGGTATGTGTGTGCGCGTCGATAATTAGTCGGTAGGGT 

TTTGTTTATAAACGTGGTTTTGAAAGTTTAGGGGATTAGTGTGCGAGATTTAAGTCGTATTTGGATTTTATAGGAGTTGG 

TTAGAAGTTGGGACGTTGAGTAGTTTTAGGGGATCGTCGCGTTAGTTTGTTGTTAAGAAAGGGGATTTTATTTTTTTGTC 

GGGTTAGGTCGTTCGTTCGAAATTGGTATTTTGGGTTGCGGTGCGATTTTTGGTTTCGGTTTTAGGTAGTTTGAAATCGA 

AGGTAGCGTGTCGGGGATTTAGATTGATAAGATAAAAGAGAATTAGTCGTTTTGGGTTGTTTTTTTATATAATTTGGGAT 

TTTTAAATAAAGTTGTGCGTA- 3 ' 

Promotor no metilado -300 a 1000 del TSS 

5' - AGATTATAAAATAAATTTTATTTTATAATTTTGTTAGTGTAAGTTTTATTTGGTTTATTTTTAATATTAAGTATATAGTA 

GGTGGTAAATATTTGTTGAATGGATGAATTTTTATTTTTTTTTATTTGTGGAAGTAGATATTTTTTTAAAAAAAAAAAAA 

AATTTGAAAGAAAAGGTAAAGGAAATAGTTTTATGAATGGGGGTTAATTTATTTTTTTAGTATTTATTTATTGGGAAAAA , 
AAGTAATAGTAGTTTTTAGAATTTTTTGGTTTTTGAGGGAGATGTTGTGTTTTTTTTT~AGAGAAGAAGAAAATGTATT 

AGAGAGTGGGAGTATTTTTAAGGTTGAAGTGTATTTAGGATATTATATGTTAATGTGTTTTTTTTGGTGTGGGGTTTTTG 

TGAGTTTGGGAAATGAGGAGTTGGTAAGGGAGGGTAAGTGGGGGTGGTAAAGAGGGTTTTTGGAGTAGGGGGTGTGGATT 

TTGTTGTGTTGTGTGTTTTATTGTTGGGTTTGTAATGTTGGGTTTAGTGTTTGTGTTTTTTTTAGTTTTTTTTTTTGTTT 

TTTTTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGTTGTTGTGGTTGTTGTTGGATTTTGTTAGATTAGAT 

TTATGGGGTTGTTTTTTTTTGTGTATTTTTTTTGTTGTTTGGGTTTGGAGTGTAGTGTGGTTGTATAGGTAGGAGTTTTT 

AATGGGGGGTTGTTTTGAGTGAGTTTAGTATTTATTGGGTTGTGTGTGGGAGAGTGAGGTGGGGTGAGTTGAGGGGTGTT 

GAGTATTTGAGAATTGTTTTGGATTGTGTAGGGTGTTTTGGGTAGAGAGGGAGGTGGAGGTGTGTAGTTTTGGAATGTGA 

TTTGTTAGTAAGTGTGAGTATTTGGGTGATATTTGTTGGGATGGGTATGTGTGTGTGTGTTGATAATTAGTTGGTAGGGT 

TTTGTTTATAAATGTGGTTTTGAAAGTTTAGGGGATTAGTGTGTGAGATTTAAGTTGTATTTGGATTTTATAGGAGTTGG 

TTAGAAGTTGGGATGTTGAGTAGTTTTAGGGGATTGTTGTGTTAGTTTGTTGTTAAGAAAGGGGATTTTATTTTTTTGTT 

GGGTTAGGTTGTTTGTTTGAAATTGGTATTTTGGGTTGTGGTGTGATTTTTGGTTTTGGTTTTAGGTAGTTTGAAATTGA 

AGGTAGTGTGTTGGGGATTTAGATTGATAAGATAAAAGAGAATTAGTTGTTTTGGGTTGTTTTTTTATATAATTTGGGAT 

TTTTAAATAAAGTTGTGTGTA 3' 

Figura 27. Secuencia isla CpG promotor EFEMP 1 metilada y no metilada 

Las secuencias muestran el promotor de EFEMP 1 (-300 a 1000) modificado con hisulfito de sodio, la secuencia 

superior mucstra un promotor mctilado y la infcrior uno no mctilado, la flccha vcrdc indica el TSS, cnIctra azul sc 

indica la región correspondiente a la isla CpG, en negritas se muestra la secuencia correspondiente al CTS 2, los 

primers diseñados para el ensayo de MSP se muestran en morado (M) y verde (UM). 
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