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1. RESUMEN

CTCEF es un factor nuclear de 11 dedos de Zinc, que se une a diferentes secuencias de DNA,
participando en diferentes mecanismos, como la activacién de la transcripcién, el silenciamiento, la
inactivacién del cromosoma X, ¢l bloqueo de enbancers, impronta genémica y en la arquitectura
nuclear, por lo que se le considera un factor maestro del genoma.

Reportes previos en cdncer demuestran que CTCEF regula la actividad transcripcional de genes como
BRCAI, RASSFIA, CDH1I, p16INK4a, BAX, RARRES y miR125b, sin embargo no se han elucidado
por completo los genes que son regulados por este factor. Con el objetivo de determinar genes
blancos regulados por CTCF, empleamos un sistema lentiviral para abatir su expresién en la linea
celular de adenocarcinoma mamario MCF-7 y mediante microarreglos de expresién de alta
resolucién (Affymetrix GeneChip Human 1.0ST Array).

Identificamos 15 genes expresados diferencialmente, 9 sobre expresados (FXYD3, GDFI5,
RASGRP1, CMBL, PADI3, CEACAMS, MACF1, NBPF4, SEMAGA) y 6 sub expresados (EFEMPI,
CTCF, GFRAIL, DLX1, BAMBI, TGFB2). De estos genes, fue de nuestro interés el gen EFEMPI,
debido a que la disminucién o ausencia en expresién se ha correlacionado con la progresién tumoral,
en céncer esporddico de mama, carcinoma hepatocelular, glioma, cdncer de préstata y carcinoma
endometrial, por lo cual corroboramos perfil de expresién correspondiente a CTCF y EFEMP1, por
RT-qPCR, posteriormente identificamos sitios de unién a CTCF (CTCF Target Sites, CTSs) en
regiones regulatorias del gen EFEMP]1. Encontramos dos C7Ss, uno de ellos arriba del sitio de sitio
de inicio a la transcripcién y el segundo en el promotor del gen, este tltimo incluye una porcién del
primer exén y esta embebido en una isla CpG. Asimismo, evaluamos la expresién del transcrito
EFEMPI en las lineas celulares de cdncer de mama: MDA-MB-231, MDA-MB-453 y MDA-MB-
468, encontramos que la linea celular MDA-MB-453 no presenta expresién, el promotor se
encuentra metilado y CTCF no se une en los C7Ss reportados para MCF-7, estos resultados indican
que la expresién de este gen depende de la unién de CTCEF a estas regiones, las cuales deben estar

hipometiladas.



2. ABSTRACT

CTCEF is a nuclear factor of 11 zinc fingers, highly versatile that bind to several DNA sequences and
is involved in gene expression regulation through different epigenetic mechanisms, this factor is able
to activate and repress transcription, also can work like insulator and intervenes in chromosome X
inactivation, genomic imprinting and nuclear architecture.

In breast cancer, previous reports have shown that CTCF regulates the transcriptional activity of
genes involved in carcinogenesis, such as BRCAI, RASSFIA, CDH1, p16INK4a, BAX, RARRES y
miR125b, however have not been fully elucidated the genes that are regulated by this protein.

In order to determine genes regulated by CTCF, we used a lentiviral system to knock down CTCF
mRNA by shRNA targeting in MCF-7 cells. Through Affymetrix GeneChip Human 1.0ST Array,
we found 15 significantly and differentially expressed genes, 9 up regulated (FXYD3, GDFI5,
RASGRP1, CMBL, PADI3, CEACAMS, MACFI, NBPF4, SEMAGA) and 6 down regulated
(EFEMPI1, CTCF, GFRAI, DLX1, BAMBI, TGFB2).

CTCF and EFEMP1 expression profile were verify by RT-qPCR, next two CTCEF target sites were
identified in EFEMP1 gene sequence, one of them was located upstream from transcription start
site, and the second is the promoter that comprise an exon portion and is inside of a CpG island.
EFEMP1 expression was evaluate in MDA-MB-231, MDA-MB-453 and MDA-MB-468 cell lines,
we found that MDA-MB-453 is negative to EFEMP]I, also the promoter is methylate and CTCF
cannot bind to target sites reported for MCE-7. The results show that CTCF binding and promoter
hypomethylation are required for EFEMPI expression.



3. INTRODUCCION

CTCEF es un factor nuclear multifuncional de 11 dedos de Zinc, que tiene la capacidad de unirse a
diversas secuencias de DNA, por el uso combinado de sus dedos de Zinc; se encuentra altamente
conservado en vertebrados y se ha reportado su presencia en algunos invertebrados como Anapheles
gambiae, Aedes aegypti y Drosophila melanogaster (Klenova et al. 1993; Ohlsson et al. 2001; Ong &
Corces 2009). CTCF puede funcionar como activador o represor de la transcripcién, elemento
barrera, bloqueador de enhancers y participa en procesos como la inactivacién del cromosoma X,
impronta genémica y en la arquitectura nuclear (Ohlsson et al. 2001; Recillas-Targa 2006; Ong &
Corces 2009; Fiorentino & Giordano 2012; Moon et al. 2005; Leers & Renkawitz 2005; Phillips
& Corces 2009).

CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE CTCF

Estructura genémica de CTCF

El gen CTCEF se localiza en un segmento del cromosoma 16q22.1 y tiene un tamano de 76.7 Kb,
su promotor estd embebido en una isla CpG, carece de caja CAAT y TATA , posee maltiples sitios
de unién para el factor transcripcional Spl y el nicleo del promotor presenta una secuencia que es
reconocida por el factor YY1 (Filippova et al. 1998a; Klenova et al. 1998; Pugacheva et al. 2000).
El gen tiene 12 exones denominados: Eo, Eonew, Ei-Eio; los primeros dos no codifican, ¢l exon E,
codifica a la regién N-terminal, los exones E,-Es codifican a los 11 dedos de Zinc (ZFs, Zinc Fingers),
el exon Es tiene una region rica en Adeninas-Timinas, el exon Ejo contiene el codén de paro a la
transcripcién y una region larga 3’UTR (Untraslated Region), en conjunto estos dos tltimos exones

dan origen a la regién C-terminal (Figura 1) (Filippova et al. 2002).

Estructura proteica de CTCF

La proteina CTCF se¢ compone de 727 residuos de aminodcidos y tiene un peso de 130 KDa, se
divide en tres regiones: N-terminal, 11 dedos de Zinc y C-terminal (Figura 1) (Martinez & Miranda

2010).



La regién N-terminal abarca los aminodcidos 1-273 y puede presentar dos tipos de modificaciones
post-traduccionales: sumoilacién en la Lisina 74 y poli(ADP)ribosilacién en los aminodcidos de
dcido glutdmico presentes en esta region proteica (Farrar et al. 2010; Zlatanova & Caiafa 2009).
Los dedos de Zinc 1-10 son del tipo C;H. y el dedo de Zinc 11 es del tipo C;HC, esto significa que
los residuos de aminodcidos Cisteina (C) e Histidina (H) interacttian con el ion Zn** para formar
los dedos, en conjunto se insertan en el surco mayor del DNA, generando contacto especifico entre
los aminodcidos de los dedos de Zinc con nucledtidos (Kaptein 1991; Filippova et al. 2002).

La regién C-terminal se caracteriza por 3 motivos altamente conservados:

1. El motivo SKKEDSSDSE, susceptible de fosforilacién por CKII (Casein Kinase II), 2. Dos
secuencias de residuos de aminodcidos repetidas PXXP, caracteristico de las proteinas de unién al
domino SH3, 3. El motivo KRRGRP-type AT- hook que estd involucrado en la unién a DNA y
proteinas (Ohlsson et al. 2001; Martinez & Miranda 2010; Filippova et al. 2002). Esta regién,
ademds de ser fosforilada en las Serinas del motivo SKKEDSSDSE, también puede sumoilarse en la

Lisina 689 (Wang et al. 2012).
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Figura 1. Estructura del gen y la proteina CTCF
El gen CTCF posee 12 exones, los dos primeros no codifican; la proteina puede ser modificada post-traduccionalmente
en las regiones N- y C- terminal, los 11 dedos de Zinc se unen al DNA (Tomada y modificada de Filippova et al. 2002).
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INTERACCIONES CTCF-DNA

Sitios de unién a CTCF en el DNA

Los sitios de unién de CTCF al DNA se han denominado C7Ss (CTCF Target Sites), debido al uso
combinatorio de los dedos de Zinc para unirse a DNA se han reportado numerosas secuencias de
nucleétidos que pueden ser reconocidas por este factor, no obstante con ensayos ChIP-exo
(Chromatin Imunoprecipitation-exonuclease) se ha identificado un motivo “consenso” que consiste
en una secuencia de 52pb (Figura 2), organizada en cuatro médulos (Rhee & Pugh 2011). Los
mdédulos 2 y 3 constituyen el nicleo del motivo y son reconocidos por los dedos de Zinc 4-7, por
su parte los dedos de Zinc 1-3 se unen al médulo 4 y los dedos 8-11 al médulo 1 (Nakahashi et al.

2013). CTCF puede unirse a los cuatro mdédulos, a combinatorias de médulos o reconocer

tGnicamente al médulo 3 (Rhee & Pugh 2011).

Motivo consenso de CTCF

pb
5
pb
7 22%
6 ; . 68 Intrones
Nucleo del motivo | 46%
> Intergénicos
T&" chv cC;-C AlgolCs. AAL | UUAL! 20%
1 5 10 1 5 10 15 20 1 Promotores
Modulos #1 #2 #3
ZFs 8-11 4-7 1-3

Figura 2. Motivo consenso de CTCF
El motivo de unién a CTCEF se divide en cuatro mddulos, los médulos 2-3 constituyen el niicleo del motivo, el cual es
reconocido por los dedos de Zinc 4-7, siendo estos los mds abundantes en el genoma. Este motivo se ha reportado en

secuencias de promotores y en regiones inter- e intra- génicas (Tomada y modificada de Nakahashi et al. 2013; Rhee &
Pugh 2011).

En lo que respecta a la localizacién gendémica de los C7TSs, se ha reportado que alrededor del 46%
se ubican en regiones intergénicas, 20% en promotores y 34% en regiones intragénicas (exones e
intrones) (Kim et al. 2007; Chen et al. 2012; Ong & Corces 2014). Esta localizacién gendmica,

provee informacién sobre la posible funcién de CTCF en un sitio especifico, pues se pueden
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correlacionar con la expresién génica, el estado de metilacién del DNA, el estado de la cromatina,
modificaciones post-traduccionales de histonas, sitios de hipersensibilidad a DNasa I o con otros
clementos regulatorios del DNA (Chen et al. 2012).

En mamiferos, se estiman 55,000-65,000 C7Ss, aproximadamente 5,000 son de alta afinidad y
estdn ultra-conservados entre especies y tejidos (Ong & Corces 2014; Nakahashi et al. 2013).
Ademis de las interacciones CTCE-DNA, esta proteina tiene una regién de unién a RNA (RBR,
RNA-Binding Region) que comprende a los ZFs 10-11 y la regién C-terminal; mediante
experimentos  PAR-CLIP  (Photoactivatable  Ribonucleoside-Enhanced — Crosslinking — and
Immunoprecipitation) se identificaron los RNAs que interacttian con CTCF en la linea celular de
osteosarcoma humano U20S, donde 71% corresponden a transcritos de genes codificantes, 12%
transcritos de pseudogenes, 8.3% RNAs antisentido, 5% RNAs intergénicos largos no codificantes
(lincRNAs) y 3.7% a RNAs de otros tipos; estas interacciones son relevantes para la regulacién de
la expresién génica, un ejemplo de esta funcién es el transcrito antisentido Wrap53, sin embargo

también se ha propuesto que estas interacciones participan en la multimerizacién de CTCF

(Saldafa-Meyer et al. 2014).

Relacién entre el estado de metilacién del DNA con la unién de CTCF

En mamiferos, la metilacién del DNA consiste en la adicién covalente de un grupo metilo (-CH3)
en el carbono 5 de Citosinas (C) contiguas a Guaninas (G) -dinucle6tidos CpG- produciendo a la
5-metilCitocina (5mC), esta reaccién es catalizada por las enzimas DNMTs (DNA methyl
tranferases). La metilacién del DNA puede regular la actividad transcripcional de los genes mediante
varios mecanismos: 1. Impidiendo el acceso de factores de transcripcién a los promotores por
impedimento estérico; 2. Por reclutamiento de enzimas, a través de proteinas con dominios de unién
a DNA metilado, que des-acetilan las colas de histonas (HDACs, Histone Deacetylases) e inducen la
compactacién de la cromatina, haciéndola inaccesible para los factores de transcripcién; 3. Las
DNMTs pueden reclutar Complejos Proteicos Remodeladores de la Cromatina produciendo el

silenciamiento génico (Kulis & Esteller 2010).
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Con la caracterizacién del motivo “consenso™ a CTCEF, también se identiticaron dinucledtidos CpG
en dicha secuencia, lo cual llevé a la siguiente pregunia: ;Qué electo tendrd la presencia de CpGs
cn ¢l motivo de C'1'CF?

Con andlisis masivos dcl genoma v en diferentes lincas celulares de humano, sc han identificado
(1 S5 constitutivos y C75s variables, los primeros se refieren a sitios de union a CTCF con la misma
localizacién en todas las lineas celulares, los cuales generalmente no presentan metilacién del DNA,
en contra parte los C78s variables son especificos de cada tipo celular y muestran patrones
diferenciales de metilacién; ésta informacién indica que la metilacion de los C785 se asocia
negativamente con la unién de C'1'CF (Figura 3) (Chen ctal. 2012; Ong & Corces 2014).

En el proceso de desmetilacién de la SmC, se generan otras formas de citosina modificada, éstas son
ShmC (5-hidroximetilcitosina), SfC (5-formilcitosing) y ScaC (5-carboxil citosina) (Guo crt al.
2011). En parricular, la ShmC es una modificacién que se asocia fuercemente a elementos como
promatores, TSSs ( Transcription Start Sites), exones y enbancers; asimismo se ha reportado que los
(1S5 estin enriquecides can ShmC y en menor praporcién con 3fC. Fswo llama la arencion, pues
se ha reportado que CTCF interacta con las proteinas TET, enzimas oxidan el grupo metilo de la
5mC, v gencrando la hidroximetilacién del DNA v consccucntemente la activacién de la

transcripeion (Yu cral. 2012; Song ct al. 2013; Dubois-Chevalicr et al. 2014).

(cice) (crce) r fcicF)

Figura 3. CTCE v la metilacién del DNA
Los tipos celulares presentan patrones de merilacion del DNA diferenciales, CTCF gencralmente se asocia a €755
hipomeiilados v a su vez se promueve la accesibilidad al DNA y la vranseripeidon (Modilicada de Ong & Corces 2014).
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INTERACCIONES CTCF-PROTEINAS

Otros factores que contribuyen a la versatilidad funcional de CTCF, ¢s su participacién cn
complejos proteicos y su interaccidn con diversas proteinas. Se han reportado muchas proteinas que
interactian con CTCF y se han clasificado en los siguientes grupos (Figura 4): 1. Factores de
transcripeién, 2. Enzimas, 3. Proteinas asociadas a la cromatina, 4. Proteinas multifuncionales
(Zlatanova & Caiafa 2009; Holwerda 8 de Laac 2013). De las proteinas mencionadas, llama la
atencién ¢l complejo C1'CF-cohesina por su papel biolégico, cl cual sc describe cn los siguicnres

parrafos.

Factores de ; i
transcripcion Proteinas asociada a

la cromatina

(" )cHos

—’

'-.-. JRNApol Il Figura 4. Proteinas que interactdan con CTCF

- Las proteinas se han clasificado en cuatro grupos segin

: st funcién, la imagen muestra solo algunas de las
) DNMT1 proteinas  reportadas que  interactian con CTCF
{Modificada de Zlaranova & Caiata 2009).

Efidifice Proteinas multifuncionales

Interaccién CTCF-cohesina

El complcjo C'1'CF-cohesina regula la expresion génica, mediante la formacidn de asas de cromatina
y su Interaccidn con otras proteinas, por lo que tiene un papcl importante en la organizacion de la
cromatina de cada tipo celular(Lee & Iyer 2012). La cohesina estd compuesta por las subunidades
SMC1, SMC3, SCC3/8A1/SA2 v SCCL/RAD21, quienes forman una estructura de anillo que
“abraza” a la cromatina, para mantener a las cromdtidas hermanas juntas durante la mitosis y la

reparacién del DNA(Rubio et al. 2008). El anillo de cohesina no tiene un motive de unién
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especitico al DNA, su localizacién depende de otras proteinas, por ejemplo CTCF sirve para
posicionar al complejo cohesina sobre los cromosomas, en conjunio generan asas de cromatina y
regulan la expresidén génica (Figura 5), sc ha reportado que el 50-80% dc los €755, dependicndo del
tipo cclular, sc asocian con la presencia del complejo cohesina(lee & Iyer 2012; Merkenschlager &

Odom 2013).

Complejos CTCF-cohesina

Impronta

Elemento barrera

Activacion de transcripcion

< AF3

Splicing alternativo

Recombinacion de los genes de inmunoglobulinas Organizacion de la cromatina

g

3CBE E,I Innhancet]

B —

Vis Dy, I

D, tecombination

mmPromotores wm Enhancers wmCTSs {OCTCF OCohesina

@ Histonas represivas (OMediadores [TFs @®@RNAPII

Figura 5. Complejo CTCF-cohesina

Ta cohesina colabora con CTCF para regular la expresion génica v la arquitcetura gendmica, por cjemplo, el caso de
Linpronta; activacion de genes a través de embancer, en la formacion de asgs, e interaccion con la lming sucear. Por
otro lado, ¢l ct)mp]cjo cohesing; independientenienre de CTCF estabiliza complejos necesarios para la wranseripeion,
por ¢jemplo en el caso de ERa o bien en el proceso de mitosis para mantener juntas a las cromdiidas hermanas
(Modificada de Lee & Iyer 2012).
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FUNCIONES DE CTCF

Como sc menciond anteriormente C'1'CF cs una proteina funcionalmente versdtil, desde un punto
de vista global pedemos dividir sus funciones en dos: 1. Regulador de la expresién génica v 2.

Organizador de la cromarina.

Regulador dc la cxpresidn génica

La regulacion de la expresién génica por CTCF ocurre mediante diferentes mecanismos, para esto
CTCF puede actuar como elemento barrera, bloquear o activar enbancers, unirse a promotores y a
sccuencias silenciadoras, o al cucrpo del gen. Existen diversos reportes de genes que son regulados

por cstos ﬂlCC’cll]J'.SITlOS, lOS Cll'&lCS SC dCSCI’ibC[] bI'CVC[IlCI]tC a continuacion:

1. CI'CF como clecmento barrcra
Los clementos barrera, sc definen como proteinas de unién a DNA, que cvitan cl esparcimicnto de
heterocromatina a zonas transcripcionalmente activas y pueden reclutar enzimas involucradas en la
modificacion de histonas para detener ¢l esparcimiento de marcas de rcprcsién(‘Yang & Corces
2011). Se ha reporiade que CTCF actda como elemento barrera para los genes p/6INK4a, pRB,

BRCAI, RASSFI (Figura 6), cntrc otros.

Pérdida de la unién de CTCF

BLU RASSF1A

—_—_————

Propagacion de heterocromatina y metilacion del DNA

' - CpGs metiladas Q- CpGs no metiladas @ : Histonas
¥ :H3K27 metilada ¥ : H3K9 acelilada B I Inswialor

Figura 6. CTCT como elemento barrera para el gen 8455511

CTCE permire la transeripeion del gen RASSFIA al evitar el esparcimiento de cromatina represiva, la cual se caracreriza
por la marca de histona H3K27me3, on este gjemplo CTCF también evita la propagacion de la medilacion del HNA
(Modificada de Chang ct al. 2010}
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2. CTCF como bloqueador de enbancers
Los enhancers son reconocidos por proteinas mediadoras y [aclores de transcripeidn, lorman asas de
cromatina con la finalidad de actuar sobrc los promotores y potencializar la transcripcion (Gaszner
& Felsenfeld 2006). Algunos genes regulados por C'I'CEF mediante <l bloqueo de enfascers son: los
genes [-globina, c-myc, genes improntados (p. ej. fgf2/H19, Figura 7)(Bell et al. 1999; Phillips &
Corces 2009).

DMR2
9 lgf2

H?Q‘\

-

( ICR

Enhancers

o

DMR1 Igf2

DMR2
Hig ICR

(]
QCOhesinas CTCF .._ Otros factores

Figura 7. Bloqueo de endamcer cu cromosorua matertio {inproila}.

Lin el cromosoma materno, CUCE identifica la region control de impronta no metilada y evita que un enbancer actie
sobre ol gen Jgf2, pero a su vee permite la expresion del gen H79. En ¢l cromosoma paterno la region de control de
Lpromta se encuentra metilada, esto evita su reconocmiento por CTCFE de tal forma que ¢l esdancer si actda en ¢ gen
{52 v al no cstar presente CTCF la medilacién de la regién control se esparce hacia ¢l promorar de H 19 (Madificada de
Ong & Corces 2009).

3. CTCF y su unién a promotores
La cranscripcién del gen APP (amyloid [-protein precursor), fue el primer ejemplo donde se observa
que C1CF acnia como un activador de la transcripcidn, mediantc su unidn con ¢l promotor
proximal dcl gen, la deplecién de esta regién reduce la actividad transcripcional en un 70-20%
(Vostrov & Quitschke 1997). Cabe mencionar que en muchos casos, CTCEF facilita la interaccion

de enhancers con promotores (Figura 8), por lo que este factor tiene la funcién dual de bloquear o

facilitar la interaccién con estas secuencias regulatorias (Ong 8¢ Corces 2014).
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4. CTCF y su unién a silencers
Los silencers son secuencias de DNA, que impiden la iranscripeién de un gen y en ocasiones
conducen a la compactacidn de la cromadna {Gaszner & Felsenfeld 2000). C'I'CF reconoce cstas
sccucncias v evira la cxpresién, por ¢jemplo, la wanscripcidn del gen de la lisozima de pollo s

silenciada por la unién de CTCF a una secuencia silenciadora rio arriba del sitio de inicio de la

transcripeién (Baniahmad er al. 1990; Awad 1999).

5. CTCF y su unién en ¢l cucrpo de genes
CICF pucde unirsc en regiones intragénicas y de csta forma regular cxpresidon o bien puede
participar en splicing. Por ejemplo, CTCF se une a una secuencia localizada en los primeros dos
cxoncs del gen ATERT (Figura 9) y reprime la transcripcidon (Renaud ceal. 2005; § Renaud cr al.
2007). En lo que respecta a splicing, el ejemplo es el gen CD45 (Figura 5}, en este caso CTCF se
une al exon 5 no metilade, promoviendo su insercién en ¢l pre-mRNA y en ¢l mRNA maduro

(Shukla et al. 2011},

Activacion transcripcional
(interaccion promotor-enhancer)

Promoter Enhancer (o CTCF /| cohesin

Figura 8. Interacciones promotor-enhancer mediadas por CTCF
CTCT puede promover la transeripeion uniéndose al promotor yfo potencializando el efecto de enbancers sobre €l
promocor donde se encuentre, comeo se muestra en la figura (Modificado de Kim et al. 2013) .
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Figura 9. CI'CF y su union al cuerpe del gen A1 ERY
Cuando ¢l gen ATERT sc encuentra hipometilado, CTCT sc une alos primeros exones v evita la expresién (Modolocado
de Stéphanie Renaud et al. 2007)

Organizador de la cromatina

Por otra parte, CTCF contribuye a la organizacién espacial del genoma, mediante la formacién de
asas de cromatina, de tal forma que regula la interaccién a distancia dentro de los cromosomas y
cntre cllos (Ong & Corces 2014).

La organizacién estructural de la cromatina se refleja en los perfiles de expresion de cada dpo celular;
durance la interfase celular los cromosomas sc organizan cn “territorios cromosdmicos” y a su vez la
cromatina se compone en eucromatina o en heterocromatina, esta dliima prepondera unida a la
ldmina nuclear y en la periferia del nucléolo (Cremer & Cremer 2001). La ldmina nuclear tunciona
COMo un compartimento de represién tl'a.nscripciona.l, donde protcl’nas de esta regién se unen
directamente a la cromatina y a reguladores transcripcionales, en conjunto criginan “dominios
asociados a la ldmina” (LADs, Lamin Asseciared Domains), los cuales sc caracterizan por una
cromatina represiva, Dentro dc los territorios cromosdmicos, scgmentos de los cromosomas pucden
ad.OPta.l' 11n3a Ol'ganizﬂ.cil"}n, <n {:OI'ITIa d(:‘ asas, Iﬂ Cl]a.lf:s I'Cl?rcscnta.n un CICITI{:‘I‘It() Sl]b CSt]‘UCtllral d(:‘ ]a.
organizacién espacial del genoma (Guelen et al. 2008; Zhao et al. 2009).

CTCEF se asocia con proteinas de la ldmina nuclear promoviendo la formacién de asas, por ejemplo

los bordes de los ZADs estdn delimitados por C'T'CFE v sc caracterizan por tener la marca de represidn
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113K27me3 {Guelen et al. 2008). Bing Ren v colaboradores (2012), propusieron que dentro de
cada territorio cromosomal se forman asas que regulan la interaccién a larga distancia. a los que
llamaron “dominios rnpo|6gic05" (AL, ??}pr}fﬁg‘fc Associated Damaing), los cuales pueden contener
CTSs, que al ser reconocidos por CTCF logran establecer otras asas mediadas por la dimerizacidn
de esta proteina, a estas csteaciuras s¢ les ha denominade “subdominios ad hoe” (Figura 103 (Dixon

tal. 2012; Li et al. 2012).

MNucleolo

Proteinas

]

[}

i
. barrera '
1 Cis Territorio !
i tRNA gen cromosomal |
:; Housekeeping! W L __ _ _ - i
i gen !
: ad hoc i
['_II]S?NE element | Subdominio !

Figura 10, CUCE v la arganizacion de la cromarina

Moddo de los dominios wpelogicos en ol genoma mediados por CTCT, 4 la equierds se esquenaizan los facores
proteicos que estan implicados en la formacion de dominies (CTCE, Mediador, Cohesina), asi mismo se ha deserite
que en la base del dominio las secuencias de IXNA generalmente encontradas corresponden a genes constitutivos ¥
secuencias SINLL Un la parte superior se representan los tipos de dominios que pueden generarse, en a) al interior del
asa hay actividad transcripeional contrario a lo abservade al exierior del asas b caso conurario en ¢l represeniade on a);
<) ¢l inwerior del as esta cnriquecido con mareas de histonas activas; o) ¢l asa separa uma regidn cromatinica activa de
una inactiva (Li et al. 2012},
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ALTERACIONES FUNCIONALES DE CTCF

La versatilidad funcional de CTCEF, hace de éste un factor maestro del genoma, pues regula el arreglo
cspacial dc los cromosomas cn cada tipo celular y la expresion de genes involucrados cn distintos
procesos celulares. La desregulacién de esras funciones conduce al desarrollo de enfermedades, como
el cdncer, en esta patologfa sc han reportado varias alteraciones en C1'CF que contribuyen al
desarrollo de la tumorogénesis, las cuales pucdcn ser: 1, Mutaciones en el gen, 2, Modificaciones en
los €755, 3. Modificaciones post-traduccionales, 1. Localizacidn celular y niveles de expresion; estos

aspccros sc describen a continuacidn.

1. Mutaciones en el gen CTCEF
En céncer csporddico de mama v préstata, sc han reportado mutaciones del ripo: puntuales, sin
sentido e inserciones en el cuerpo del gen, asimismo el locus del gen CTCF frecuentemente se
encuencra deletada (Filippova. eral, 1998a; Aulmann ec al, 2003: Kemp et al. 2014). En tumores de
Wilms, mama y préstata se han reportado muraciones en las “Fs 3 y 7 (Figura 11), las cuales
impiden la unién de CTCF a secuencias reguladoras de genes como MYC, Igf2 v p 1 9ARF (Filippava
ctal. 2002).
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Figura 11. Mutaciones en los dedos de Zine de CTCE

La imagen de la izquierda muestra las mutaciones que se han encontrado en timores de mama, prostata v Wilms, las
cuales resultan en sustituciones de amingdcidos en los dedos de Zine 3 v 7, como sc muestra en la imagen derecha, estas
posiciones son criticas para ¢l reconocimiento del [DNA v para la formacion de los dedos de Zine (Modificado de

Filippova et al. 2002},
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2. Modificaciones en los CT3Ss
La unién de CTCF a sus CTS8s puede ser alierada por mulaciones o metilacién del DNA en esias
secucncias blanco, los genes reportados cuya cxpresidn sc desregula por modificaciones en los €755
son numecrosos. En ¢l caso de mutaciones, éstas pucden ocurrir en promotores o regioncs de control
de impronta, como se ha reportado para los genes Xist vy H19 respectivamente; ademds se ha
reportado que las secuencias blanco del complejo CTCF-cohesina presentan alto porcentaje de
mutaciones (Karainen et al. 2015; Pugacheva er al. 2005; Pant et al. 2004). En cuanto a metilacién,
la ganancia de metilacién en secuencias regulatorias de genes como ATERT, pl6INK4a, BRCAIL,
Rb, RASSFIA, RARRESI, miR-12561 (Figura 12), cntre otros, impide la unidn de C'1'CF (S Renaud
et al. 2007; Witcher & Emerson 2009; Butcher & Rodenhiser 2007; De La Rosa-Veldzquez et al.

2007: Chang ctal. 2010; Peng ct al. 2012; Saito & Saito 2012).

Células no tumorigénicas de mama

G >
Q0 OO0 OO miR-125b1 |

%0 g0 56 @31

HIKSMe [HIKIZTMe [HIITMe | HIKIMe

Células de cancer de mama

Figura 12, Modificacion de €755 por mertilacién del DNA
El €785 del promoror del pen si-1251, al presentar merilacion del DNA y en este caso marcas de histonas represivas,
evita que CTCF se una a esta region y sc inactiva la expresion, csto se ha reportado en cdncer de mama {Saito & Saito

2012)

3. Modificaciones post-traduccionales
Como se menciond en parrafos anteriores, CTCI puede presenrar tres tipos de modificacién post-
traduccional: fosforilacién, poli(ADP)ribosilacién y sumoilacidn, lo cual le permite interactuar con
otras proteinas v le conficre mayor versadlidad funcional. Diversos reportes demuestran la

importancia de dichas modificaciones en CTCEF, las cuales le permiten regular la expresion en
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tiempo y espacio, cuando estas schales se alteran y cambian los perfiles de expresién se puede
promover la proliferacién celular descontrolada.

La fosforilacién de CTCF es dindmica durante el ciclo celular, regula la transcripcién positiva y
negativamente, un ejemplo ampliamente reportado es c-mye, cuya expresién ocurre solamente
cuando CTCF fosforilada se une al promotor de dicho gen (El-Kady & Klenova 2005; Klenova et
al. 2001; Reimand et al. 2013). CTCF poli(ADP)ribosilada lleva a cabo diversas funciones, como:
insulator, elemento barrera, protege al DNA de metilacién, inhibe transcripcién de genes
ribosomales y su ausencia o bajos niveles se han asociado con aumento en la tasa de proliferacién
celular (Yu et al. 2004; Witcher & Emerson 2009; Torrano et al. 2006; Docquier et al. 2009;
Zampieri et al. 2012). Por otra parte, CI'CF sumoilada participa en el bloqueo de enhancers y en
la represion transcripcional, la hipoxia y el estrés oxidativo provocan una disminucién de CI'CF

sumoilada, lo cual se ha relacionado con la activacién transcripcional de genes implicados en el

desarrollo del cancer (Kitchen & Schoenherr 2010; Wang et al. 2012).

4. Localizacién celular y niveles de expresién

CTCF es una proteina nuclear con distribucién dindmica durante el ciclo celular, sin embargo en
células de cdncer, la localizacién y los niveles de expresién parecen estar relacionados con la
progresién tumorogénica (Zhang et al. 2004). En muestras de carcinoma mamario, se observé que
CTCEF tiene una localizacién nuclear y citopldsmica, donde la expresién nuclear correlacioné con
tumores de bajo grado y una actividad proliferativa baja, mientras que la baja 0 ausencia de expresién
nuclear se asoci6 a tumores de alto grado, mientras que la expresion citopldsmica se correlacionéd
con tumores pequefos ¢ invasion vascular (Rakha et al. 2004).

Estudios en lineas celulares de cdncer de mama han mostrado que la sobre expresién de CTCF
inhibe la proliferacién celular sin induccién de apoptosis, lo que sugiriere que la ausencia del factor
CTCF puede estar asociada a la actividad transcripcional de genes que promueven la proliferacién
celular y por tanto la tumorigénesis (Rasko et al. 2001; Tiffen et al. 2013). Otro estudio, en el que
se observé que los niveles de CTCF son variables a nivel de proteina y mRNA en diferentes lineas
celulares de mama, reporté que la ausencia de CTCF correlaciona con la apoptosis (Docquier et al.

2005). La contraposicién de ambos estudios enfatizan la accién dual de CTCF en cdncer, la cual
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depende de sus modificaciones post-traduccionales, proteinas con las que interactia, metilacién de
los CTSs, el contexto celular, entre otros factores, no obstante las redes de regulacién en el genoma
llevadas a cabo por CTCF se encuentran alteradas (Tiffen et al. 2013).

CTCEF tiene una expresién diferencial entre varias lineas celulares tumorogénicas de mama, lo cual
resulta interesante ya que nos permite suponer un papel importante de CTCF en la carcinogénesis.
En este sentido, en cdncer de mama se ha reportado una desregulacién en la expresién génica a causa
de CTCF en los genes BRCAI, RASSFIA, CDHI, p16INK4a, BAX, RARRES y miR125b (Butcher
& Rodenhiser 2007; Chang et al. 2010; Witcher & Emerson 2009; Méndez-Catald et al. 2013;
Peng et al. 2012; Soto-Reyes et al. 2012). Ademds de la funcién de CTCF en la regulacién de la
expresion, la haploinsuficiencia de este factor, se ha relacionado con una mayor taza de proliferacién
celular y con mayor capacidad de desarrollar tumores (Kemp et al. 2014).

A pesar de las evidencias, que demuestran la desregulacién de las funciones llevadas a cabo por
CTCEF en céncer, actualmente los genes blancos de CTCF no son bien conocidos. Por lo anterior,
estamos interesados en investigar, en un modelo iz vitro de cdncer de gléndula mamaria: 1. Genes
blanco de CTCF, 2. Predecir los posibles mecanismos de regulacién de CTCF sobre sus genes
blanco y 3. Correlacionar genes blancos de CTCF con eventos celulares especificos, con la finalidad

de entender mejor la participacién de CTCEF sobre la biologfa de esta enfermedad.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los genes regulados transcripcionalmente por CTCF en la linea celular de cdncer de

glindula mamaria MCE-7.

Objetivos particulares

1. Evaluar la expresion del factor CTCF en la linea celular de cdncer de glindula mamaria
MCE-7.

2. Abatir la expresién de CTCF en una linea celular
3. Identificar genes diferencialmente expresados en ausencia de CTCF
4. Evaluar la unién de CTCF en regiones regulatorias de los genes encontrados y su

relacién con metilacién y marcas de histonas.
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5. METODOLOGIA

Cultivo celular

Las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-231 se crecieron en medio RPMI-1640 (GIBCO), mientras
que las lineas MDA-MB-453 y MDA-MB-468 se cultivaron en medio DMEM; los medios se
suplementaron con suero fetal bovino inactivado (SFB, GIBCO) al 10%, antibiéticos (penicilina
100U/ml y estreptomicina 100pg/ml), antimicdtico (anfotericina B 0.25 pg/ml) y L-glutamina
2mM (GIBCO); los cultivos se¢ mantuvieron a 37°C en atmésfera del 5% de CO2 y una humedad
relativa del 100%. Todas las lineas se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC).
Para el abatimiento del factor CTCEF se transducieron cultivos celulares de MCF-7, con RNA de
interferencia, en un sistema lentiviral con un cassette de resistencia a puromicina. Los cultivos
controles se designaron como MCF-7 mock y el experimental como MCF-7 shCTCF; se
mantuvieron con medio RPMI-1640 (GIBCO), suplementado con suero fetal bovino inactivado
(SEB, GIBCO) al 10%, antibidticos (penicilina 100U/ml y estreptomicina 100pg/ml), antimicético
(anfotericina B 0.25 pg/ml), L-glutamina 2mM (GIBCO) y 5pg/ml de puromicina; a 37°C en
atmdsfera del 5% de CO, y una humedad relativa del 100%.

Produccién de particulas lentivirales y transduccién

Las particulas lentivirales se produjeron en la linea celular HEK293ft, con los vectores pVSVG,
pRSV/REV, pMDLg/RRE, y con el vector de expresién pLL3.7, los cuales codifican para las
diferentes particulas de ensamble del virus, el vector de expresién contiene la secuencia short hairpin
(shRNA) contra CTCF. La linea celular HEK293ft se cultivé en medio DMEM, SFBi al 10%,
antibiético estreptomicina/ampicilina (/nvitrogen), L-glutamina 200mM (GIBCO) y piruvato de
sodio. Los vectores se agregaron al cultivo de HEK293ft en una solucién de CaCl, 48 horas después
se colecté el sobrenadante y se centrifugd a 2,000rpm por 7 minutos a 4°C, se recuperd el
sobrenadante y se centrifugd por 90 minutos a 25,000rpm, se eliminé el sobrenadante, se dejaron

secando por 10 minutos, posteriormente se agregaron 50ul de PBS frio pH 7.4 y se incubé a 4°C
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por una noche, las particulas virales se resuspendicron en el PBS y sc alicuotaron en 5 tubos, cada
uno con 10 pl, finalmente se guardaron a -80°C.

Para la transduccién de las células MCF-7 se utilizaron dos cultivos con 2x10° células en botellas de
cultivo rectangulares Corning, con 4rea de crecimiento de 25 cm?, se preparé medio RPMI-1640
suplementado con SFBi al 10%, polibreno 8ug/ml y una alicuota viral (sin antibiéticos), se incubd
a 37°C en atmésfera del 5% de CO, y una humedad relativa del 100%, al dia siguiente se adiciond
medio de cultivo nuevo y se mantuvieron en incubacién durante 2 dias, después del periodo de
transduccién las células se mantuvieron con RPMI-1640 suplementado con SFB al 10% vy

puromicina (Spg/ml), los cultivos controles se designaron como MCE-7 mock y el experimental

como MCF-7 shCTCF.

Extraccién de proteinas totales

Para la extraccién de proteinas se usaron cultivos celulares con una confluencia minima del 70%.
Los cultivos se lavaron dos veces con 10ml de PBS frio pH 7.4 y se adicionaron 150-200pl de buffer
de lisis (Iml RIPA, 40pl Complete EDTA Free 25x y 10pl PMSF 100mM). Se incubé por 5
minutos en hielo, posteriormente se recuperd el lisado con un gendarme en un tubo eppendorfy se
centrifugd a 14,000 rpm por 15 minutos a 4°C. Se recuperé el sobrenadante y se determiné la

concentracién de proteinas por el método de Bradford. Finalmente las proteinas se conservaron a -

20°C en buffer Laemmli al 1X.

Western Blot

Para el ensayo de Western Blot, la electroforesis de las proteinas se realizé en un gel separador SDS-
PAGE al 7% y un gel concentrador al 4%, se usaron 40pg de proteinas totales y se corrieron en la
cdmara de electroforesis con buffer de corrida 1X pH 8.3 (buffer de corrida 1 litro: 3.02g Tris Base,
14.4¢g Glicina, 1g SDS), como marcador de peso molecular se utilizé Precision Plus Protein Prestained
Standards Dual Xtra de Bio-Rad. Las proteinas del gel SDS-PAGE se transfirieron a una membrana
de PVDEF (Polyvinylidene Fluoride) con el equipo Trans-Blot Description & Assembly of Parts de Bio-
Rad, que se llevé a cabo a 10°C con buffer de transferencia (buffer de transferencia 2 litros: 6g Tris-

base, 29g glicina, 200ml metanol) y 30-62 volts durante toda la noche. La membrana se corté justo
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por arriba de la banda de 75kDa, la parte superior se utilizé para identificar la proteina problema,
CTCEF (130kDa), y la parte inferior para identificar a la proteina constitutiva a-tubulina (55kDa).
El bloqueo de la membrana se realizé con TBS1X-Tween 0.1%-Leche Svelty 5% por una hora a
temperatura ambiente y en agitacion, después del bloqueo se realizaron 3 lavados de 5 minutos con
TBS1X-Tween 0.1%. El anticuerpo primario se preparé en TBS 1X-Tween 0.1%-BSA 1%, para el
caso de CTCEF se utilizé una dilucién 1:2,000 (Anti-CTCF Polyclonal Antibody Millipore Cat. # 07-
729) y para a-tubulina la dilucién fue de 1:15,000 (Santa Cruz), los anticuerpos primarios se
incubaron a 4°C toda la noche en agitacién. Los anticuerpos secundarios se usaron en dilucién
1:10,000 (anti-conejo para CTCEF y anti-ratén para a-tubulina, Santa Cruz), se incubé por 45
minutos a temperatura ambiente, posteriormente se hicieron 3 lavados de 5 minutos, dos de ellos
con TBS 1X-Tween 0.1% y un dltimo lavado con TBS 1X. Las proteinas se detectaron por

quimioluminiscencia con SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate™ de Thermo Scientific.

Microarreglos de expresién

Las lineas celulares se disgregaron con el ZissueLiser™ (Qiagen Valencia, CA, USA) por 60 segundos
a 30Hz, posteriormente se purificaron con el kit RNeasy mini Kit™ (Qiagen Valencia, CA, USA)
bajo el protocolo de la casa comercial. La concentracién y calidad del RNA purificado, se analizé
con ¢l NanoDrop ND-1000 espectrofotémetro y con el Bioanalizador 2100 de Agilent (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) respectivamente.

El microarreglo se realizé por triplicado para MCF-7 mock y MCF-7 shCTCF, con el sistema
GeneChip® Human Gene 1.0 ST Array de Affymetrix, el cual estd disefiado con 764,885 sondas que
reconocen los exones de 28,869 genes, se utilizé el kit Ambion® WT Expression para generar cDONA
a partir de 100ng de RNA total, este cDNA se transcribié iz vitro para producir cRNA (la hebra
antisentido) y a partir de este se obtuvo nuevamente cDNA, es decir, se genera la cadena
complementaria al cRNA antisentido. El siguiente paso consisti6 en el uso del kit Affymetrix® Reagent
para generar fragmentos de 40-70nt, con las enzimas APE1 y UDG, los cuales se marcaron con
biotina. El ¢cDNA marcado y fragmentado se hibrida en los microarreglos, de acuerdo a los

pardmetros establecidos en el manual GeneChip® W1, Terminal Labeling and Hibridization del kit
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Ambion® WT Expression. Se escancaron los microarreglos con el escdner GeneChip® Scanner 3000
7G bajo el protocolo establecido GeneChip® Expression Wash, Stain and Scan User Manual.

Finalmente, ¢l andlisis de los microarreglos se realizé con el software Partek Genomics Suite 6.5v.

Extraccién de RNA

Para la extraccién de RNA se usaron cultivos celulares con una confluencia minima del 70%, los
cultivos se lavaron 3 veces con PBS pH 7.4 y se agregaron 150-300ul de Trizol® RNA Isolation
Reagent, los lisados se depositaron en tubos eppendorf y se les adicioné 200pl de cloroformo por
cada mililitro de Trizol usado, se agitaron 15 segundos en vértex y se incubaron por 3 minutos a
temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se centrifugaron a 12,000g por 15 minutos a 4°C. Se
recuperd la fase acuosa en tubos eppendorf nuevos a los cuales se les agregaron 250ul de isopropanol,
1ul de acetato de sodio 3M por cada 10ul de muestra, se agité en vértex 15 segundos dejando
reposar 10 minutos a temperatura ambiente, se centrifugc’) a 12,000g por 10 minutos a 40(C y se
climiné el sobrenadante, posteriormente se adicioné 1ml etanol al 75% frio, se agit6 en vértex y se
centrifugd a 7,500g por 5 minutos a 4°C, se eliminé el etanol, las muestras se dejaron secar y

posteriormente se resuspendicron en 22ul de agua libre de RNasas.

Transcripcién reversa, PCR punto final y PCR cuantitativa

Para la sintesis de cDNA se usaron 1000ng de RNA total, a los cuales se les adicioné 1U de DNasa
I, 1pl de buffer DNasa (10X), se llevé a un volumen final de 10ul y se incubé por 30 minutos a
37°C, posteriormente se agregd 1lul EDTA 25Mm y se incubé 10 minutos a 65°C. Finalmente se
adiciond el mix SuperScript™ II Reverse Transcriptase de Invitrogen, Life Technologies: 1ul Random
primers (50ng/pl), 1ul ANTPs (10Mm), 2pl DTT (0.1M), 1pl inhibidor RNasa (40U/pl), 4pl
Buffer M-MLV (5X) y 1l Enzima M-MLV (200U/ul), y sc incubé a 37°C-15min, 25°C-10min,
37°C-60min, 70°C-10min y 4°C-co.

Las reacciones de PCR punto final se realizaron con KAPA2G Fast HotStart ReadyMix, cada reaccién
se preparé con 25ng de RNA, 1ul de primers 10uM y ajustando a un volumen final de 15 pl; se
incubé a 95°C-3min, (95°C-15s, 60°C-15s, 72°C-5s) (35 ciclos), 72°C-1min y 4°C-co; los

productos se visualizaron en geles de agarosa 1%.
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Las PCR cuantitativas se realizaron con Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X),
ajustando las reacciones a un volumen final de 10pl, con 10ng de templado, los primers se utilizaron
a una concentracién de 0.5uM (Anexo, Tabla 1), el programa de amplificacién consistié en: 95°C-
10min, (95°C-15s, 60°C-50s) (33ciclos), las cuales se realizaron en el sistema StepOne™ Real-Time
PCR System de Applied Biosystems. Para todos los primers empleados se realizaron las curvas estdndar
y curvas melting (Anexo, Figura 25), como housekeeping se utilizé el gen ribosomal OAZI. La

expresién de los genes problema se determiné mediante cuantificacién relativa(Pfaftl 2004).

Anilisis de metilacién por MSP (Methylation Specific PCR)

El DNA empleado se obtuvo a partir de cultivos celulares con el kit Quick-gDNA™ MiniPrep de
Zymo Research, los productos se cuantificaron y se evalud su integridad mediante geles de agarosa.
La modificacién con bisulfito sodio se realizé con el kit EZ-DNA Methylation-Gold™ de Zymo
Research, sc utilizaron 500ng de DNA vy se siguié el protocolo de la casa comercial. Las reacciones
de PCR se realizaron con KAPA2G Fast HotStart ReadyMix, con 1pl de eluido, 1ul de primers 10pM
y ajustando a un volumen final de 15 pl; se incubé a 95°C-3min, (95°C-15s, 60°C-15s, 72°C-5s)
(35 ciclos), 72°C-1min y 4°C-oo; los productos se visualizaron en geles de agarosa 2%. Los primers
para la evaluacién de metilacién del promotor de EFEMPI se muestran en el Anexo, Tabla 2 (Yang
et al. 2013; Nomoto et al. 2010); para la identificacién de islas CpG “MethPrimer CpG island

prediction” 'y Methyl Primer Express v1.0 de Applied Biosystems (http://www.urogene.org/cgi-

bin/methprimer/methprimer.cgi).

Inmunoprecipitacién de la cromatina (ChIP, Chromatin Immunoprecipitation)

El ensayo de ChIP se realizé con aproximadamente 1x107 células MCF-7, para el crosslinking se
incubo por 10 minutos con formaldehido al 1% y se neutralizé la reaccién con 1ml de glicina 2.5M.
Todos los lavados se hicieron con PBS suplementado con PMSF, asimismo el buffer de lisis se
suplemento con PMSF y Complete 25x. La cromatina se sonicé con 9 pulsos, durante 0.5 segundos
onloff, con una amplitud del 35%, con la finalidad de obtener fragmentos de 300-600pb,
posteriormente se evalué la integridad y tamafio de los fragmentos de cromatina mediante geles de

agarosay SDS-PAGE. La inmunoprecipitacién se realizé con los anticuerpos Biotinylated Goat Anti-
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Rabbit 1gG Ab (Vector Laboratories #BA-1000), Anti-CTCF Polyclonal Antibody Millipore (Cat. #
07-729), Anti-H4K16ac Polyclonal Antibody Millipore (Cat. #07-329), Anti-H3K27me3 Polyclonal
Antibody Millipore (Cat. #07-449) y se precipitaron con Magna ChIPTM Protein A+G Magnetic
Beads (Cat. #16-663); antes de cada inmunoprecipitacién, los fragmentos de cromatina se incubaron
con perlas magnéticas durante 2 horas a 4°C. Los inmunoprecipitados fueron lavados y se
sometieron a descrosslinking e incubaron con proteinasa Ky RNasa, finalmente ¢l DNA se obtuvo
con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se resuspendieron en 50pl. Las reacciones de
PCR se realizaron con KAPA2G Fast HotStart ReadyMix, con 1pl de templado, 1pl de primers 10uM
y ajustando a un volumen final de 15 pl; se incubé a 95°C-3min, (95°C-15s, 60°C-15s, 72°C-5s)
(35 ciclos), 72°C-1min y 4°C-o0; los productos se visualizaron en geles de agarosa 1%. Para la
identificacién de sitios de unién a CTCF se emplearon las bases de datos Encyclopedia of DNA
Elements (ENCODE) y Roadmap Epigenome Browser VI1.19. Los primers utilizados se muestran en
Anexo, Tabla 3.

Anilisis bioinformatico
La identificacién de secuencias promotoras se realizé con el programa “The Eukaryotic Promoter

Database” (http://epd.vital-it.ch/). Usamos el programa “MethPrimer CpG island prediction”

(http://www.urogene.org/methprimer/) para evaluar si los promotores son de tipo HCP (High CpG

Promoters), bajo los pardmetros: tamafo =100pb, 50% de contenido GC y frecuencia
observada/esperada de 0.6. Posteriormente, buscamos sitios de unién a CT'CF en los promotores y
hasta -15,000 pb rio arriba del sitio de inicio a la transcripcién, con el programa “CTCFBSDB 2.0”
de Ziebarth et al (2013), en la linea celular MCF-7 (Human, hgl9) y Encyclopedia of DNA Elements

(ENCODE) y Roadmap Epigenome Browser V1.19. Para la busqueda de enhancers se usé la

herramienta “VISTA Enhancer Browser” (http://enhancer.lbl.gov/).
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6. RESULTADOS

Evaluacién de la expresién proteica de CTCF en lineas celulares de cincer de mama

Eﬂsay[)s pl‘CViUS dt‘ W’ﬁ’jtﬁi‘m B{f)f €1 nuestro ].ab()rat(]l.'i() nos chl'lniticl'()n Obsﬁ].'\"'al' quC 121 lil‘lcﬂ Ct‘l].‘l.].al—

de cdncer de glindula mamaria MCF-7, comparada con otras lineas celulares de mama, muestra

mayor cantidad de C'I'CF, tanto en extractos totales como en extractos nucleares y citoplésmicos

(datos no publicados). Debido a lo anterior, verificamos los niveles proteicos de C'TCF en las lineas

celulares de cdncer de mama MCFE-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453 y MDDA-MB-168, a partir

de extractos totales de proteina, realizamos un andlisis densitomérrico del Western Blot con Imagef

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

este resultado, decidimos emplear la linea celular MCF-7 para determinar genes blancos de CTCEF.
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Figura 13. Expresion de CTCE en lineas celulares de cincer de mama

Western Blor a partir de extracros torales de proreina de las Iineas eehilares MCFE-7, MDA-MB-231, MDA-MB-433 v
MDA-MB-468, la pelicula del Western Blor sc cscaned v cuantificé con fmage J, para comparar la abundancia de CTCF
en las diferentes Iineas celulares, se determinaron los radios de intensidad de la sefal de CUCE en MCE-7, respecto a la
intensidad de la senal de tubulina a.

32



Abatimiento de la expresién del lactor nuclear CTCF en la linea celular MCE-7

Después de verificar los altos niveles proteicos de C1CFE en MCE-7, abatimos su expresién mediante
un sistema lentiviral, con el objetivo de determinar los posibles cambios en la actividad
rra.nscripciona.| de genes, SUSCrentes de la parfcipacion de CTCF sobre su rcguhciﬁn.

Para dicho abadmicnro, sc udlizé ¢l vector pll1.3.7 para clonar la sccuencia interferente (sARIVA,
short bairpin) contra el mRNA de CI'CF, las células se denominaron MCY-7 s5CTCEy MCE-7
mack (control). Después de la transduccion viral, los cultivos celulares se mantuviceron en seleccién
con 1:|Lll‘c:micina_1 cabe mencionar que originalmcntc el vecror pLL3.7 tiene un cassette que codifica
a GFP (Green Fluorescent Protein), €l cual lue reemplazado con un essserre de resisiencia a
puromicina. Para corroborar €l abatimiento de la proteina CTCL, se realizd un ensayo de Wesiern
Blor con extractos de proteinas totales, los resultados permitieron confirmar el abacimiento de CTCE

(Figura 14).
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Figura 14. Abatimiento de CTCEF en la linea celular MCE-7 (sACTCF)

Arriba s¢ muestra la pelienla del Wester Blotr, donde se observa ¢l abatimiento de la proteina como etecta del sACTCF.
Abajo se presenta la prifica correspondiente al andlisis densitomérrico, donde las barras corresponden a la desviacién
escandar,
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Perfiles del transcriproma en MCE-7 mock y shCTCF

Con ¢l objetivo dec determinar genes blanco de CTCFE ¢n cdneer de mama, se realizaron
microarreglos de expresién, con el sistema GeneChip™ Human Gene 1.0 ST Arvay de Affymetrix. Los
datos obtenidos se agruparon y analizaron mediante el sistema denominado “Andlisis de
Componentes Principales® (PCA, Principal Component Analysis), con ¢l software Partek Genomics
Suite 6.5v, el cual mostrd diferencias globales del transcriptoma entre MCF-7 mock y MCE-7
shCTCF (Figura 15).

PCA Mapping (68.9%)

190 4~

152 4+ )

114 4141

76 41—

PC#2209%
o
L
1
1
1

37 41

e Wy

-113 4

=181 41

_190 o —_ ,.r o — I’ e l, J’ f” _.,l,
SRyt €7 61 35 10 16 42 68 94 120
PC #130.6%

@ MCF-7 mock
@ MCF-7 sheTeF

Figura 15, Andlisis de componentes principales

Ll PCA muestra que existen diferencias a nivel global del transcriprema entre MCE-7 mock (grupo rojo) y MCFE-7
shCTCF (grupo azul).
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(zenes cxprt:sa.dns diferencialmente MCE-7 shCTCF respecto a MCF-7 mock.

Para determinar genes expresados diferencialmente y correlacionarlos con la accion de CTCEF, se
analizaron los datos mediante una ANOVA con el programa Partek Genomics Suite 6.5v, utilizando
clvalor p<0.05 y un fold change dc 1.2 {cambio de expresion = +/- 120%). De cste andlisis obtuvimos
un cluster jerarquico, ¢l cual muestra 15 genes que se encuentran diferencialmente expresados, 9
sobre expresados (FXYD3, GDF15, RASGRPI, CMBL, PADI3, CEACAMS, MACF!, NBPF4,
SEMA6A) v 6 sub expresados (EFEMP!, CTCF, GFRAI, DLXI, BAMBI, TGFB2) (Figura 106).
Dentro de los genes reprimidos, en MCF-7 shCTCF se observd al gen CTCEF, lo cual permidé

cotroborar el efecto del short bairpin (Figura 17, anexo tabla 4).
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Figura 16, Cluster jerdrquico de los genes diferencialmente expresados en MCF-7 s5CTCF,

En MCT-7 s#CTCF se sobre expresan los genes FXYD3, GOFIS, RASGRPL CMABL, PADI3, CEACAMS, MACE!,
NBPFL y SEMAGA; sc sub expresan los genes EFFMPL, CTCF, GFRAL DIXT, BAMBEy TGFB2, (p<0.05 y un fold
chenge de 1.2].
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Figura 17. Cambio de expresién génica en MCFE-7 shCTCF respecto a MCF-7 mock.

Los genes sobre expresados estdn dentro de un rango de fold change de 1.2 a 4, es decir se expresan de 120% a 400%
mds, respecto a MCF-7 mock. Los genes sub expresados tienen un rango del fold change de -1.2 a -3.3, esto significa que
su expresién es de 120% a 330% menos que en MCE-7 mack.
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Validacién de microarreglo para CTCFy EFEMPI

Con la finalidad de validar los datos obtenidos del microarreglo, cuantificamos la expresiéon de los
genes CTCFy EFEMPI, por RT-qPCR. Los resultados confirman, que cuando CTCEF estd abatido,
EFEMPI se encuentra sub expresado, asimismo se verific6 el abatimiento del mRNA de C7TCF
(Figura 18). Estos datos, sugieren que CTCF podria tener un papel positivo en la expresién de

EFEMPI, por lo que decidimos buscar sitios de unién a CTCF en regiones regulatorias de dicho

gen.
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Cuantiicacion relativa CTCF
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. 00 ‘
MCF-7 mock MCF-7 shCTCF MCF-7 mock MCF-7 shCTCF
Figura 18. Niveles de expresién de CTCFy EFEMPI en MCF-7 shCTCF

A la izquierda se muestra la grdfica que representa los niveles de expresién de CTCF (p<0,1), a la derecha se muestra la
grifica de cuantificacién para EFEMPI (p<0,05), ambos genes se encuentras sub expresados en MCF-7 shCTCF. Se

grafica desviacién estdndar en ambos casos de 3 experimentos.

Unién de CTCEF a regiones regulatorias del gen EFEMP1

Para determinar si CTCF se une a regiones regulatorias del gen EFEMPI, usamos las bases de datos
Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE) y Roadmap Epigenome Browser V1.19, encontramos que
hay dos posibles CTCF target sites (CTSs), uno de ellos se ubica a 4,167pb rio arriba del promotor
y otro sitio potencial se encuentra en el promotor del gen, el cual abarca una porcién del primer
exdn, a estos sitios los nombramos C7S 'y CTS 2, respectivamente (Figura 19). Para determinar si
estas regiones son reconocidas por CTCF, realizamos un ensayo de ChIP, para esto obtuvimos la
secuencia de estos sitios, disenamos oligonucledtidos para amplificar dichas regiones y usando DNA

genémico de MCEF-7 evaluamos que el amplicon correspondiera con el diseno y a la secuencia
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(Anexo, Figura 26). Los resultados muestran que CTCF se une a las secuencias reportadas en la base
de datos (Figura 20), por lo que nos permitimos suponer que esta proteina tiene efectos sobre la

regulacién cn la transcripcién de KFEMPI.
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Figura 19. Sitios de enriquecimicnto CTCF

Para el gen £FEAPT en la linea celular MCE-7, existe informacidn de diferentes Chll-seq, dos de ellos muestran un
sitio de enriquecimicnto para CTCF en la region promotora del gen (€75 2) v los restanres muestran un sitio rio arriba
del promowor {CT5 1), El gen EFEMP! se ubica en el cromosoma 2pl6.1 y en lu cadena andisentido.
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Figura 20 CT'CFE se une a los {7755 reportados para el gen LFEMPT

[avnion de CTCFE al €78 1 v 2se evalua por ChIP en la linea celular MCF-7, |a imagen superior muesera los niveles
de amplificacion por PCR de los frymoentos inmunoprecipitados para estas reglones. La grifica representa la
densitometria del gel, realizada con frage/, donde se visualiza un enriguecimicnto de CUCF en ambas regiones de

DNA, en MCT-7.
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CTCF como barrera de metilacién del promotor EFEMP1

Una vez identificados los C7Ss en el gen EFEMPI y teniendo como antecedente que la unidn de
CTCF protege de merilacidn en ¢l DNA y promucve la expresion, decidimos cvaluar si cstos sitios
se encuentran en una isla Cp(5, para esto empleamos los programas MethPrimer y Methyl Primer
Express, bajo los pardmeuos: tamano 2200pb, 50% de contenide GC y  frecuencia
observada/esperada de 0.6. Encontramos que ¢l €75 2 se encuentra embebido en una isla CpG
(Figura 21), estos resultados nos sugirieron que la expresién del gen FFEMPI, podria depender de

la unién de C'T'CF al C1S 2 y que esta secuencia debe enconerarse libre de medilacién.
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Figura 21. Promotor EFEAMP! embebide en una isla CpG

La secuencia analizada para la identificacion de isla CpG, parte de -30¢ 4 + 1000 respecto al TSS del gen; el promotor ¥
¢l primer exén del cuerpo del gen de FFEMPI, se encuentran embebidos en una isla CpG de alta densidad, Ta isla se
muestra en color azul, representa ¢l porcentaje de G4, bajo el ¢je X se muestran con lineas verdcales rojas los
dinucledridos G, asimismo se observan los sitios amplificados por los jucgos de prinzers usados para la prucha MSP
{Figura 23)

Para abordar esta idea, decidimos evaluar la expresion de EFEMPI en las lincas celulares MCF-7,
MDA-MB-231, MDA-MB-453 y MDA-MB-4068, con la finalidad de encontrar un modelo celular
que no exprese cl gen (Figura 22). Los resultados mostraron que la linca celular MDA-MB-453 cs
negativa a KFFEMPI, por lo que si nucstra hipdtesis sc confirma, en este modclo celular ¢l €75 2

deberia presentar metilacién, lo cual no ocurrirfa en los modelos celulares que si tienen expresion

de LFEMPI; para explorar esta idea realizamos ensayos Methyl Specific Primers (MSP), cabe
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mencionar que los primers utilizados amplifican dentro de la secuencia reportada como C7S 2
(Anexo, Figura 27). Encontramos que las lineas celulares MCFE-7 y MDA-MB-231 no presenian
metilacién, la linca MIDA-MB-468 tienc una metilacién parcial que no impide la expresion de

EFEMPI y la linca celular MDA-MB-453 presenta metilacidn (Figura 23}, cstos resultados

sustentan nuestra hipétcsis.
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Figura 22, Expresion de EFEMPT en lineas celulares de mama

A la izquicrda se mucsiran los producios de PCR punto final en un gel de agarosa al 1%, a la derecha se cncucutra la
grifica obtenida de la cuantificacion relativa por qPCR, en ambos ensayos se enconrré que la linea cclular MDA-MB-
453 es negativa a EFEMPT,

Figura 23. M5P EFEMPT

La linea celular MDA-MB-453 es positiva para metilacion de la secuencia analizada, las ineas MCEF-7 y MDA-MB-
231 son negativas v la Ifnea celular MDA-MB-468 presencta una metilacién intermedia, esto se debe a que ambos juegos
de primer amplifican (ver gura 21).
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CTCF, Rad21 y sitios de hipersensibilidad a DNasa [ en C78s de EFEMPI

Una vez determinado que la linea celular MCE-7 presenta expresién de EFEMPI y que CTCEF se
une a los €755 de dicho gen, donde ¢l €78 2 sc encuenira libre de metilacion, decidimos evaluar
en la linea celular MDA-MB-453 la unién de CTCF a estas regiones; ademds con el objetivo de
cvaluar si en esas regiones hay marcas de histonas de cramatina abicrta o cerrada, incluimos los
anticuerpos para H4K16ac y H3K27me3.

Los resultados nos confirman que la expresién de EFEMPI depende de la unién de CTCEF a los
C15s, donde la metilacién del €75 2 cvita la unién de CT'CF, de tal forma que no hay expresién
de £FEMPI. En lo que respecta a las marcas de cromatina cvaluadas, la linca cclular MDA-MB-
453 sc caracteriza por mayor presencia de H3K27me3 en los €735 en comparacién con MCE-7,
mientras que no hay cambios significativos en lo que respecta a la marca de cromartina abicrea

H4K16ae (Figura 24).
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Figura 24. ChIl' CTCF y marcas de histonas en MCEF-7 v MDA-MB-4533

Las grdficas representan ¢l andlisis densitométrico realizado en fmage/.
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Con la finalidad de complementar el modelo propuesto para regulacién transcripcional de EFEMP]I,
decidimos buscar otras proteinas que pudieran unirse a los C7Ss o a regiones aledafias a estos y que
tal vez jueguen un papel importante en la regulacién. Para esto, hicimos uso nuevamente del
Roadmap Epigenome Browser V1.19, encontramos sitios de enriquecimiento para Rad21 y sitios de
hipersensibilidad a DNasa I, en MCF-7.

Rad21 es una subunidad del complejo cohesina, ambos C7Ss presentaron sitios de enriquecimiento
a esta proteina, ademds parece que se forma un asa de cromatina, en donde los dos C7Ss interactdan,
por lo que el CTS I que se encuentra rio arriba del sitio de inicio a la transcripcién, pudiera actuar

como un enhancer (Figura 25).
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Figura 25. Modelo de regulacién transcripcional para EFEMPI

La imagen superior muestra cl andlisis obtenido del Readmap Epigenomics, donde sc ebscrvan sitios de enriquecimicnto
en los CT8s para Rad21, los cuales coinciden con hipersensibilidad a DNasal, ademds se observa una interaccién entre
los €7Ss. La imagen inferior refleja nuestra propuesta de modelo transcripeional, donde en lineas celulares positivas a
EFEMP1, como MCE-7, la unién de CTCF y Rad21 en los C75s, ademds de un promotor hipometilado son requisitos
para la expresién del gen. Cuando el promotor sc hipermetila, CTCF no se encuentra unido al C7S 2y no hay expresién,
como se determiné para MDA-MB-453.
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7. DISCUSION

Este estudio se basé inicialmente en reportes previos de CTCF en cdncer de mama, concluyendo
que la regulacién en la expresién génica llevadas a cabo por CTCF se encuentran desreguladas,
dentro de estos estudios se han reportado genes que son regulados directamente por CTCF en
diferentes lineas celulares y que estdn involucrados en el desarrollo de la tumorogénesis, sin embargo
no se conocen todos los genes regulados por CTCEF, por lo que en ¢l presente estudio decidimos
buscar genes blancos de CTCF en la linea celular cancerosa de glindula mamaria MCE-7,
caracterizada por altos contenidos de CTCEF, asi como identificar mecanismos de regulacién en los

mismos.

Niveles de CTCF en diferentes lineas celulares de cdncer de mama

La evaluacién de los niveles CTCF a nivel de proteina en las lineas celulares MCF-7, MDA-MB-
231, MDA-MB-453 y MDA-MB-468, corroboran que MCEF-7 se¢ caracteriza por tener altas
cantidades de CTCEF, lo cual correlaciona con reportes previos (Docquier et al. 2005). Se ha
reportado que las células cancerigenas tienen altos niveles de CTCF no poli-ADP-ribosilada
(CTCF-130kDa), en cambio las células no cancerigenas y tejidos sanos presentan pocas cantidades
de CTCF-130kDa y mayores niveles de CTCF poli-ADP-ribosilada (CTCF-180kDa), en este
contexto la identificacién de CTCF-130kDa podria funcionar como un marcador para el
diagnéstico de la enfermedad (Docquier et al. 2009). Asimismo, reportes previos demuestran que
los niveles proteicos de CTCF-130kDa en diferentes lineas celulares de mama son altamente
variables y no correlacionan con la presencia tanto proteica como de mRNA de ER (Estrogen
Receptor), p53, pRB, c-MYC 'y BRCAI (Docquier et al. 2009). Se ha sugerido que la razén por la
cual las células cancerigenas no presenten la forma CTCF-180kDa es que el mecanismo de
poli(ADP)ribosilacién se encuentra alterado, lo cual implicarfa que a nivel global otras proteinas no
presentarian poli(ADP)ribosilacién, produciendo alteraciones en las funciones celulares reguladas a
través de esta modificacién post-traduccional. Witcher y Emerson (2009) analizaron la
poli(ADP)ribosilacién, en linea celular de cdncer de mama T47D, y observaron que CTCF

gNK4ﬂ

poli(ADP)ribosilada es capaz de unirse a la regién regulatoria del gen p7 permitiendo su

44



transcripcién y que la falta de poli(ADP)-ribosilacién deriva en el silenciamiento de p16™%%; el
grupo considerd una posible alteracién en los mecanismos de poli(ADP)ribosilacidn, sin embargo,
al evaluar la poli(ADP)ribosilacién global concluyeron que esta modificacién post-traduccional no
estd alterada por lo que es necesario indagar con mds detalle los mecanismos implicados en la
poli(ADP)ribosilacién especifica de CTCF en cdncer.

Un punto interesante para discutir es el papel de CTCF como un supresor de tumores, ya que
inicialmente se le atribuyé esta funcién, debido a que el gen CTCF se localiza en una regién
frecuentemente deletada en cdncer de mama y préstata, ademds se reportaron mutaciones en el
dominio ZFsy que la sobre expresién de CTCF inhibe el crecimiento celular (Filippova etal. 1998b;
Filippova et al. 2002); sin embargo se ha observado que los niveles de CTCF en tejidos de cdncer
de mama aumentan en comparacién con tejidos sanos (Rakha et al. 2004). Cabe recordar que
generalmente en el proceso tumorigénico, los niveles de expresién de los oncogenes aumentan y los
genes supresores disminuyen, no obstante, los niveles de CTCF en cdncer de mama se incrementan,
por lo que se podria mas como un oncogen que un supresor de tumores (Rakha et al. 2004). Nuestro
grupo de trabajo ha considerado que CTCEF, al igual que otros factores nucleares, puede participar
en varias etapas de la progresién tumoral, en las que al inicio podria regular genes implicados en
proliferacién celular y evasién de la apoptosis, posteriormente en la migracién celular y por tltimo
en la metdstasis de las células tumorales. Dicha premisa se ha fundamentado en las observaciones de
la expresién diferencial de CTCF en varias lineas celulares de mama con distinta susceptibilidad a
la quimioterapia, tasa de proliferacién, migracién, capacidad tumorigénica y metastésica, entre otras
(Docquier et al. 2005; Rasko et al. 2001; Docquier et al. 2009).

Cabe resaltar que ¢l efecto observado por la manipulacién de los niveles de CTCEF en varios
contextos celulares ha llevado a proponer que CTCEF tiene un papel de sehalizacién dual (CTCF
Dual Signal Model), por cjemplo en MCF-7 se ha reportado que la reduccién en los niveles de
CTCF conducen a apoptosis, mientras que la sobre expresién protege parcialmente de la apoptosis
(Docquier et al. 2005); en otras lincas celulares se ha documentado que la ausencia de CTCF
promueve el crecimiento celular y favorece la tumorigénesis, sugiriendo que CTCF también tiene

propiedades anti-proliferativas (Rasko et al. 2001; Rakha et al. 2004; Qi et al. 2003). De igual
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forma, recientemente se observé que la sobre expresion de CTCF en MCF-7 produce una
disminucién en la proliferacién y en la capacidad clonogénica; conjuntamente se demostré, en un
modelo in vivo, que la sobre expresién de CTCF tiene efectos inhibitorios sobre el crecimiento
celular, sin embargo cuando las células que sobre expresan CTCEF son expuestas a condiciones de
estrés se observa una resistencia a la apoptosis (Tiffen et al. 2013). Ademds se ha reportado que bajo
condiciones de estrés ocurre la de-sumoilacién de CTCEF, sin embargo no existen evidencias de

cémo esta de-sumoilacién podria afectar la actividad de CTCF en la regulacién génica (Wang et al.

2012).

Genes diferencialmente expresados

La transcripcién por CTCF en cdncer de mama ha sido poco estudiada, sin embargo nuestros
resultados del microarreglo de expresién muestran que cuando el factor nuclear CTCF es abatido,
los genes CEACAMS, SEMAGA, PADI3, RASGRPI, GDF15, NBPF4, FXYD3, CMBL y MACFI
se sobre expresan, mientras que los genes DLXI, BAMBI, GFRAI, EFEMPI y TGFB2 se sub
expresan. Cabe mencionar que para la obtencién de estos datos se realizé un andlisis estadistico muy
restrictivo con el propésito de seleccionar los genes con la mayor diferencia de expresidn, lo cual
pudiera ser sugerente de un efecto evidente de CT'CF sobre su actividad transcripcional.

Como esperdbamos nuestros resultados muestran que CTCF regula la actividad transcripcional de
genes implicados en la proliferacién celular y tumorogénesis (Kim et al. 2011; Blumenthal et al.
2007; Urbich et al. 2012; Stone 2011; Yamamoto et al. 2009; Pils et al. 2010; Wu et al. 2013;
Barcellos-Hoff & Akhurst 2009), sin embargo debido a las multdples funciones de regulacién
descritas para CTCF, esperdbamos que el ndimero de genes expresados diferencialmente fuese mayor
a los obtenidos en nuestro andlisis o bien, que los genes modificados transcripcionalmente
correlacionaran con genes previamente reportados como mirl25b, BRCAI, RASSFIA, CDH]I,
p16™* BAXy RARRES. En estudios previos de Wendt et al., (2008), quienes realizaron un andlisis
de transcritos por microarreglo en células HelLa CTCF knockdown en fase G2, reportaron un cambio
de expresién en un rango de fold change de 2 a 4, en el que observaron 127 genes sobre expresados

y 77 sub expresados. Asimismo, en las células HeLa CTCF knockdown se han observado cambios
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en la arquitectura nucleolar y una sobre regulacién en la transcripcién de genes ribosomales
(Herndndez-Herndndez et al. 2012).

A pesar de que con nuestro andlisis por microarreglo no es posible saber si CTCF regula la
transcripcién génica de manera directa para todos los genes, si nos permite considerar genes blancos

de CTCF, asi como sugerir sus posibles mecanismos de regulacién génica tejido-especifica.

A partir del andlisis de los genes expresados diferencialmente, decidimos explorar la regulacién
transcripcional por CT'CF en solo uno de los genes que identificamos en el microarreglo, para esto
previamente realizamos una bisqueda de sitios de enriquecimiento para CT'CF en regiones rio arriba
del TSS en todos los genes, encontramos que los genes sub expresados se caracterizan por la unién
de CTCEF en promotores, por el contrario los genes sobre expresados presentan CT'CF rio arriba del
promotor, con excepcién de RASGRP1. Con estos datos decidimos explorar la participacién de
CTCEF en el promotor de un gen, EFEMPI, debido a que consideramos que la unién de CTCF en
regiones inter génicas tienen mayor relevancia en la formacién de dominios topolégicamente

asociados.

EFEMPI vy su regulacién transcripcional

EFEMP1 o Fibulina-3, es una glucoproteina extracelular que se expresa durante el desarrollo y en
tejidos de adulto, en este ultimo la expresién corresponde a células epiteliales y endoteliales, ademds
de encontrarse en matriz extracelular. A EFEMP1 se le ha atribuido una funcién anti-angiogénica,
esto se debe a que promueve la expresién de proteinas inhibidoras de metaloproteinasas (TIMP-1y
TIMP-3), a su vez inhibe la expresién de las metaloproteinasas MMP-2, MMP-3 y MMP-9 (Zhang
& Marmorstein 2010; Sadr-Nabavi et al. 2009).

Estudios previos indican que EFEMPI es un gen supresor de tumores (T'SG, tumor supresor gene),
debido a que la disminucién o ausencia en expresion, correlaciona con la progresién tumoral, estos
reportes coinciden para cdncer esporddico de mama, carcinoma hepatocelular, glioma, cdncer de
préstata y carcinoma endometrial (Sadr-Nabavi et al. 2009; Nomoto et al. 2010; Hu et al. 2011;
Kim et al. 2011; Yang et al. 2013). Uno de los factores que se ha relacionado directamente con la

disminucién o eliminacién en la expresién de EFEMPI, corresponde a la metilacién del promotor,
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por ejemplo en cdncer de mama se evalué la expresién del transcrito y la proteina en muestras de
pacientes, se reportd que la ausencia de EFEMPI correlaciona con un patrén de metilacién en el
promotor de al menos 25% en 60% del total de las muestras, ademds esta relacién metilacién-
promotor se exploré en lineas celulares de mama, entre ellas MCF-7 (Sadr-Nabavi et al. 2009). En
otro estudio, se corroboré que la hipermetilacién del promotor evita la expresién del gen, en lineas
celulares de carcinoma endometrial, a las cuales se expuso con 5-aza-2’-deoxicitidina y con
tricostatina A, con la finalidad de revertir la metilacién y recuperar la expresién. Con base en estos
antecedentes, decidimos explorar la posibilidad de que CTCF se relacionara con un promotor
hipometilado y que su ausencia condujera al efecto contrario, a pesar de que nuestros resultados
muestran una correlacién entre la presencia de CI'CF con un promotor hipometilado, el mecanismo
por el cual la isla CpG evita ser metilado es desconocido. No obstante se ha reportado que CTCF,
PARP-1 y la DNMT, forman un complejo que es capaz de mantener libre de metilacién a islas
CpG, por lo que serfa interesante explorar si este complejo proteico se encuentra en el promotor,
como se ha descrito para otros genes (Zampieri et al. 2012).

Los sitios de enriquecimiento para Rad21 vy sitios de hipersensibilidad a DNasa I, en la regién
correspondiente al sitio de unién para CTCF en el promotor de EFEMPI, més la interaccién entre
sitios de unién a CTCEF, sugieren que la expresién del gen no solo depende de una proteina, sino
de un conjunto de elementos (proteinas, RNAs, histonas, metilacién del DNA) que son distintivos
en todo los sitios en donde se encuentra unido CTCF, de tal manera que la regulacién es precisa y
especifica para cada gen. En particular, la actividad del complejo CTCF-cohesina llama la atencién,
pues ambas proteinas de manera individual llevan a cabo diversas funciones, en conjunto parecen
ser altamente relevantes para la formacién de dominios topolégicamente asociados (TADs), sin
embargo alin no queda claro cémo es que la formacién de los dominios repercute en la regulaciéon
de la expresién génica, o coémo se forman los complejos que delimitan a los dominios, los reportes
indican que primero se une CTCF seguido de la cohesina, especificamente la subunidad
SCC3/SA1/SA2 se une al extremo C-terminal de CTCEF y las subunidades restantes de la cohesina
se reclutan a través de la interaccién con SCC3 (Xiao et al. 2011). Esto resulta muy importante pues

no en todos los sitios de unién a CTCEF se encuentra colocalizado el complejo cohesina, por lo que

48



quizd existan otros factores que otorguen esta localizacién tan particular y especifica en cada tipo

celular.

A pesar de la informacién que se ha reportado sobre la funcionalidad de CTCEF, atin hay muchas
interrogantes sobre cémo regula la actividad transcripcional y la arquitectura del genoma, esto se
debe a las multiples caracteristicas de la proteina: su unién a diversas secuencias de DNA, interaccién
con otras proteinas, su participacién en la formacién de asas de cromatina, su capacidad para formar
dimeros, ademds de estas propiedades también se ha reportado que CTCF tiene un dominio de
unién a RNAs, lo cual le otorga mayor complejidad funcional (Saldana-Meyer et al. 2014).

Con base en esta informacién podemos concluir que la regulacién génica llevada a cabo por CTCF
ocurre de manera especifica en cada tipo celular. CT'CF puede promover la diferenciacién celular,
senescencia o arresto celular dependiendo de las caracteristicas de cada tipo celular y en coordinacién
con los patrones de metilacién de los CTSs, proteinas y RNAs asociadas, modificaciones post-
traduccionales, de tal forma que CTCF acttia principalmente como un regulador de la expresién
génica, en conjunto con la arquitectura genémica, y no como un gen supresor de tumores u oncogen

en un sentido estricto, como se sugirié en reportes previos.
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8. CONCLUSIONES

S N -

MCE-7 presenta altos niveles proteicos de CTCF en comparacién con las lineas MDA-MB-
231/453/468

El abatimiento de CTCF ocasiona cambios globales en el transcriptoma

La expresién del gen EFEMPI disminuye cuando CTCF es abatido

EFEMPI no se expresa en la linea celular MDA-MB-453 pero si en MCE-7

En MCE-7, CTCF sc unc a dos regiones regulatorias del gen EFEMPI (CTS 1y CTS 2)
El CTS 2 del gen EFEMPI sc encuentra dentro de una isla CpG

En MDA-MB-453 el CTS 2 sc encuentra metilado, mientras que en MCEF-7 no presenta
metilacién

Para la expresién de EFEMPI se requiere la unién de CTCEF y la ausencia de metilacién del
DNA

En MCE-7, los CTSs 1 y 2 de EFEMPI son sitios de unién para CTCF, Rad21 y son

regiones hipersensibles a Dnasa I.

10. EI C7S 1 podria actuar como enhancer.

PERSPECTIVAS

1.

2.

Someter a la linea celular MDA-MB-453 a tratamiento con 5-azacitidina y evaluar:
a) La expresién de EFEMP1

b) El estado de metilacién del CTS 2

o) Launién de CTCF

Evaluar la unién de Rad21 en los sitios de unién a CTCF en EFEMP1
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10. ANEXO

Tablal. Primers de expresién
Nombre Forward Reverse Amplicon

OAZ1 5’-ACG TCC AAC GAC AAG ACG AGG ATT-3’ 5'-TCA GCA CTG TTC GCCAGT TAATGC-3’ 82pb

RPS18 5’-CAG CCA GGT CCT AGC CAATG -3’ 5’- CCC TCT ATG GGC CCG AAT CT-3 82pb
CTCF 5-TGA CAC AGT CAT AGC CCG AAA A-3’ 5-TGC CTT GCT CAA TAT AGG AAT GC-3° 74pb
EFEMP1  5-TGT ATG TGC CCC CAG GGA TA-3’ 5-AAC GGA AGC CGC CAT GAT AA-3’ 124pb

Tabla 2. Primers usados para el andlisis de metilacién (M, Methylation/ UM, UnMethylation ) (Yang et al. 2013;

Nomoto et al. 2010).

Nombre Forward Reverse Amplicon
M 5-CGT CGG GTT CGT AAC GTT GG-3’ 5’-GAC AAC GAC CGC GAC GAC AA-3’ 120pb
UM 5-GGT GTG GGG TTT TTG TGA GTT TG-3’ 5’-CAC AAC AAA ATC CACACC CCCTA-3 103pb

Tabla 3. Primers ChlP, (CTS I: CTCF Targer Site 1, CTS 2: CTCF Targer Site 2)
Nombre Forward Reverse Amplicon

EFEMP1 CTS 1 5’-CAGAGCAATTTTAGGAAGGTGAA-3’ 5-ACTTTATGGATTCAAACTGGATGC-3’ 84pb
EFEMP1 CTS 2 5-ACTTCGCCAGATCAGACCCA-3’ 5-TCGGGTACTCAACACCCCTC-3’ 187pb
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Gen p-value Fold-Change
(shCTCF vs. control) (shCTCF vs. control)

Genes CEACAMS 1,55E-05 3,9345
sobre SEMAGA 1,43E-05 2,67432
expresados  papr3 8,73E-06 2,53599
RASGRPI 3,10E-06 2,08881
GDFI5 1,37E-07 1,68717
NBPF4 1,90E-05 1,62437
FXYD3 1,99E-05 1,32002
CMBL 1,23E-06 1,29157
MACFI1 2,24E-05 1,2423
Genessub  DILX] 2,58E-05 -1,48092
expresados  CTCF 1,39E-05 -1,49904
BAMBI 7,20E-06 -1,69715
GFRAI 2,24E-05 -2,24356
EFEMPI 1,79E-05 -2,25226
TGFB2 2,02E-05 -3,25325

Tabla 4. Cambio de expresién génica en MCE-7 shCTCF respecto a MCF-7 mock.

Los genes sobre expresados estdn dentro de un rango de fold change de 1.2 a 4, es decir se expresan de 120% a 400%
mds, respecto a MCF-7 mock. Los genes sub expresados tienen un rango del fold change de -1.2 a -3.3, esto significa
que su expresion es de 120% a 330% menos que en MCF-7 mock
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Figura 25. Curvas estdndar y melting
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Secuencia CTCF Target Site 1

5" ACCGTGCCCAGCCCAAATCTTTAAAATCTCAGATTCCTCTGAGCT CAGAGCAATT TTAGCGAAGGTGAATTTACTGCAATT

TCCACTTGCATTCTGCTAAATCCATGCATCCAGTTT GAATCCATAAAGTTGGACTCCATTARATAAATCAT 3°

Promotor EFEMP1 -300 a 1000 del TSS
Secuencia CTCF Target Site 2

5 AGATCATAAAACAANCECCACCTCACAA TG AG TGEEANG T TN PG AT CECAACAC TPANGEAZAC AT N

GETGEECANTAT T TGTTGAATGEATGANT TOTCATTTTICT CCAT T TG TEEANGCAGACNCCTCCTCANNANDD AN

AATCCGRARGARLAGETARAGEALACAGTTCTATGALTG

SGGGETTRATTTACTCTCCTAGCATTCACTTATTGLGARANS

AACTAACACCACTTTCTACAACCCTCTCOTCTCTCACCCACATCCTCTCTTCCCCTCC _{ CACACAACAACARAACCCACT
AGACACTGOOCAGEATCCUCCAAGHCTGAARCOUATUCCAGUACA I CACATHICAACH TN CTEECETEGEEETCCCCE

CGAGTCTGGGAANCGAGGAGCTGGCAAGGGAGGGCAAGCGEGGGCEECARAGAGGGCCCCTGGAGCAGGEGECECGGACT
TCGCTGCECTGCECECTCTACCGCCGEGECTCGLCAACGCTGEGCTCAGCGCTCGCGCCTCCCTCAGCTCTCTCCTCCGCCC
CCCTTCGCCCTCCCCCTTTCCCTCCCTTTCTCCTCCTCCTCCTGCCGCCGCGGCCGLTGCCGGACTTCGCCAGATCAGAC

CCACGGEGCTGCCCTCCCCTGCEGCACTCCCCTCGCT GCCCEEGECCCEGGAGCGLAGCECGECCGCACAGEGTAGGAGCCCCC
AACCGEEEETCGCCCCGAGCEGAGCCCACTACTCACT GGGCCGLGCECEGEAGACTGACGGTGEGEETGAGCTGAGGGETETT
GAGTACCCGAGAACTGCCCTGGACTGTGCAGGGETGT CTCGEGCAGAGAGGGAGGTGGAGGTGTGCAGCCTCGGAATGCGA
TCTGTCAGCAAGTGCGAGTACTCGGGTGACATCTGT TGEGATGGGCATGTGTGTGCGCGCCGACAACCAGCCGECAGGGT
TTTGCCCATAAACCTGGTTTTGARAGTTTAGGGGAC CAGTCTGCGAGATTTAAGCCGCACCTGGATTCCATAGGAGCTGG
TTRAGAAGCTGGGACGCTGAGCAGCT CCAGGEGACCGCCGCETTAGCTTGCTGTTAAGARRAGGGGACCTCATCTCCCTGCC
GGGCCAGGCCGCCCGCCCGAARCTGGTACCTTGGEC TGLGETGCGATCCCTGGTTCCGGTCCTAGGCAGCCTGAAACCGA
AGETAGCETGTCEEEEACCCAGNCTGATANGACANMNGANTCAGTCGCTTTGGGUTGLCCCTCCAUNCANCUTGGGENG

TTTTAARRCARAGCTGTECGCA 37

MCF-7 gDNA
Primers CTCF Target Sites EFEMP1
25ng 50ng 75ng 100ng C-

M -

"

€51
——

100ph—
c1s2

Figura 26. Scenencias CT5:
Secuencias correspondientes a los CT8 1 v 2, el CTS 2 ve muestra en letra negrita dentro de la secnencia del Promnoetor
de FFEMPIT (-300 a 1000 del TSS, marcado con flecha verde). En rojo se muestran los sitios donde se anclan los
primess disenados para ¢l ensayo de ChIP, los cuales se probaron en DNA gendmico {gDNA) de MCT-7 como se
muestra en ¢l gel de agarosa.
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Promotor metilado -300 a 1000 del TSS

5" AGATTATAAAATAAATTTTATTTTATAATTTTGTTAGTGTAAGTTTTATTTGGTT TATTTTTAATAT TAAGTATATAGTA
GGTGGTAAATATTTGTTGAATGGATGAATTTTTATTTTTTTTTATTTGTGGAAGTAGATATTTTTTTAAAAAAAAAAANA
AATTCGARAGAAAAGGTAAAGGAAATAGTTTTATGAATGGGGGTTAATTTATTTTTTTAGTATTTATTTATTGGGAARRA
AAGTAATAGTAGIllilAGAAl1111lelllllGAGGGAGATGTTGTGTTTTTTTTTIEAGAGAAGAAGAAAACGTATT
AGAGAGTGGGAGTATTTTTAAGGTTGAAGCGTATTTAGGATATTATATGTTAACGTGTTTTTTTTGGCGTGGGGTTTTCG

CGAGTTTGGGAAACGAGGAGTTGGTAAGGGAGGGTAAGCGGGGGCGGTARAGAGGGTTTTTGGAGTAGGGGGCGCGGATT

TCGTTGCGTTGCGCGTTTTATCGTCGGGTTCGTAACGTTGGCTTTAGCGTTCGCGTTTTTTTTAGTTTTTTTTTTCGTTT

TTTTTCGTTTTTTTTTTT T T T TTTTTTT T T TTTTTTTTTTTTTGTCGTCGCGGTCGTTGTCGGATTTCGTTAGATTAGAT

TTACGGGGTTGTTTTTTTTTGCGTATTTTTTTCGTTGTTCGGGTTCGGAGCGTAGCGCGGTCGTATAGGTAGGAGTTTTT
AACGGGGGGTCGTTTCGAGCGAGTTTAGTATTTATTGGGTCGCGCGCGGGAGAGTGAGGTGGGGTGAGTTGAGGGGTGTT
GAGTATTCGAGAATTGTTTTGGATTGTGTAGGGTGTTTCGGGTAGAGAGGGAGGTGGAGGTGTGTAGTTTCGGAATGCGA
TTTGTTAGTAAGTGCGAGTATTCGGGTGATATTTGT TGGGATGGGTATGTGTGTGCGCGTCGATAATTAGTCGGTAGGGT
TTTGTTTATAAACGTGGTTTTGAAAGTTTAGGGGATTAGTGTGCGAGATTTAAGTCGTATTTGGATTTTATAGGAGTTGG
TTAGAAGTTGGGACGTTGAGTAGTTTTAGGGGATCGTCGCGTTAGTTTGTTGTTAAGARAGGGGATTTTATTTTTTTGTC
GGGTTAGGTCGTTCGTTCGAAATTGGTATTTTGGGTTGCGGTGCGATTTTTGGTTTCGGTTTTAGGTAGTTTGAAATCGA

AGGTAGCGTGTCGGGGATTTAGATTGATAAGATAAAAGAGAATTAGTCGTTTTGGGTTGTTTTTTTATATAATTTGGGAT

TTTTAAATAAAGTTGTGCGTA-3"

Promotor no metilado -300 a 1000 del TSS

5’ -AGATTATAAAATAAATTTTATTTTATAATTTTGTTAGTGTAAGTTTTATTTGGTTTATTTTTAATATTAAGTATATAGTA
GGTGGTAAATATTTGTTGAATGGATGAATTTTTATTTTTTTTTATTTGTGGAAGTAGATATTTTTTTAAAAAAAAAAAAA
AATTTGAAAGAAAAGGTAAAGGAAATAGTTTTATGAATGGGGGTTAATTTATTTTTTTAGTATTTATTTATTGGGAAAAA

AAGTAATAGTAGTTTTTAGAATTTTTTGGTTTTTGAGGGAGATGTTGTGTTTTTTTTT {AGAGAAGAAGAAAATGTATT
AGAGAGTGGGAGTATTTTTAAGGTTGAAGTGTATTTAGGATATTATATGTTAATGTGTTTTTTTTGGTGTGGGGTTTTTG
TGAGTTTGGGAAATGAGGAGTTGGTAAGGGAGGGTAAGTGGGGGTGGTARAGAGGGTTTTTGGAGTAGGGGGTGTGGATT

TTGTTGTGTTGTGTGTTTTATTGTTGGGTTTGTAATGTTGGGTTTAGTGTTTGTGTTTTTTTTAGTTTTTTTTTTTGTTT

TTTTTTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT T TTTTTTTTTTTTTTTGT TGT TGTGGTTGTTGTTGGATTTTGTTAGATTAGAT

TTATGGGGT TGTTTTTTTT TGTGTATTT TTTTTGTTGTT TGGGT TTGGAGTGTAGTGTGGTTGTATAGGTAGGAGTTTTT
AATGGGGGGTTGTTTTGAGTGAGTTTAGTATTTATTGGGTTGTGTGTGGGAGAGTGAGGTGGGGTGAGTTGAGGGGTGTT
GAGTATTTGAGAATTGTTTTGGAT TGTGTAGGGTGT TTTGGGTAGAGAGGGAGGTGGAGGTGTGTAGTTTTGGAATGTGA
TTTGTTAGTAAGTGTGAGTATTTGGGTGATATTTGT TGGGATGGGTATGTGTGTGTGTGTTGATAATTAGTTGGTAGGGT
TTTGTTTATAAATGTGGTTTTGAAAGTTTAGGGGATTAGTGTGTGAGATTTAAGTTGTATTTGGATTTTATAGGAGTTGG
TTAGAAGTTGGGATGTTGAGTAGT TTTAGGGGAT TGTTGTGTTAGTTTGTTGTTAAGAAAGGGGATTTTATTTTTTTGTT

GGGTTAGGTTGTTTGTTTGAAATTGGTATTTTGGGTTGTGGTGTGATTTTTGGTTTTGGTTTTAGGTAGTTTGAAATTGA

AGGTAGTGTGTTGGGGATTTAGATTGATAAGATAAAAGAGAATTAGTTGTTTTGGGTTGTTTTTTTATATAATTTGGGAT

TTTTAAATAAAGTTGTGTGTA_3'

Figura 27, Secuencia isla CpG promotor EFEMPI metilada y no metilada

Las secuencias muestran el promotor de EFEMPI (-300 a 1000) modificado con bisulfito de sodio, la secuencia
superior muestra un promotor metilado y la inferior uno no metilado, la flecha verde indica el 78S, en letra azul se
indica la regién correspondiente a la isla CpG, en negritas se muestra la secuencia correspondiente al C75 2, los
primers disefiados para el ensayo de MSP se muestran en morado (M) y verde (UM).
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