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Resumen

Antecedentes: El cancer es un problema de salud publica tanto a nivel
mundial, como en nuestro pais. El prondstico de las enfermedades oncoldgicas no
depende Unicamente del estadio en el que se diagnostiquen; sino de la
identificacion de otros factores prondsticos moleculares. Dentro de su desarrollo
se encuentran los factores genéticos y epigenéticos. La epigenética se define
como cambios en los patrones de expresion de un gen sin que se presenten
modificaciones en la secuencia del DNA. En céncer, multiples procesos
epigenéticos se encuentran desregulados, entre ellos la metilacion del DNA. Se ha
observado una hipometilacion a nivel global y una hipermetilacion a nivel local; en
particular, en genes asociados con el control del ciclo celular, entre ellos, genes
supresores de tumores. Se ha propuesto al factor nuclear CTCF como un nuevo
gen supresor de tumor. A este factor se le ha asociado como un protector del DNA
al evitar la metilacién aberrante. El gen CTCF presenta un gen paralogo conocido
como CTCFL (BORIS). Este — al contrario de CTCF — no tiene la capacidad de
proteger al DNA en contra de la metilacion aberrante derivando en un
silenciamiento génico. De manera normal, BORIS se expresa en tejido testicular
durante la espermatogénesis. De manera anormal, se ha observado sobre-
expresado en multiples neoplasias como melanoma, canceres ginecologicos,
glioblastomas y recientemente cancer de mama. Debido a que los componentes
epigenéticos pueden afectar a la expresion de los genes, una interrogante de este
trabajo es el conocer si la metilacion del DNA esta involucrada en la desregulacion

de la expresion de los genes CTCF y BORIS en cancer de mama y ovario.



Objetivo: El objetivo de este estudio es caracterizar el estado de metilacién
del DNA de los promotores génicos CTCF y BORIS a partir de biopsias de
tumores de cancer de ovario, cancer de mama y tejido sano; y correlacionarlo con
Su expresion.

Resultados: Se obtuvieron de manera prospectiva 8 muestras de cancer
de ovario, 16 muestras de cancer de mama y 10 muestras de tejido mamario
adyacente al tumor. En tejido no neoplasico, BORIS se encontr6 hipermetilado. En
las muestras de cancer de ovario, se observaron cambios en el estado de
metilacion. Se observé una desmetilacion de este promotor en el 75% de las
muestras. Este mismo fenébmeno se observoé representado en cancer de mama en
el 68% de las muestras estudiadas en comparacién con tejido no neoplasico. Al
analizar la expresion de BORIS mediante RT-PCR en tiempo real se encontré una
correlacion entre a pérdida de metilacion y la sobre-expresion del gen; sugiriendo
que la metilacion es un fendmeno epigenético asociado con la sobre-expresion del
oncogen BORIS. En el andlisis de metilacion del promotor de CTCF, no se
observaron cambios entre el tejido neoplasico y el tejido normal; proponiendo que
los cambios epigenéticos afectan a principalmente a BORIS.

Conclusiones: La pérdida de metilacion es un fenémeno epigenético
asociado principalmente a neoplasias. Esta metilacion fomenta la sobre-expresion
de los oncogenes, principalmente de BORIS. A su vez, esto estd asociado con
incremento en la expresion del promotor de este gen. El promotor de CTCF se
encontré no metilado tanto en neoplasias como en tejido sano, sugiriendo que los
cambios a nivel de metilacion afectan a BORIS. No se observaron diferencias en

el estado de metilacién de BORIS en leucocitos de sangre periférica; por lo que la



determinacion del estado de metilacion de BORIS en leucocitos de sangre

periférica de pacientes con cancer de mama no es util como biomarcador.



Abstract

Background: Cancer constitutes a public health problem worldwide and in
our country. The prognosis of oncologic diseases does not only depend of the
stage they are diagnosed in; but also of the identification of molecular prognostic
factors. There are genetic and epigenetic factors involved in the development of
cancer. Epigenetics are defined as the changes in a gene’s expression pattern
without modifications in its DNA sequence. In cancer, multiple epigenetic
processes are deregulated; DNA methylation among them. Global hypomethylation
and local hypermethylation, particularly in cell cycle control-associated genes; such
as tumor suppressor genes has been observed. The nuclear factor CTCF has
been proposed as a new tumor suppressor gene. This factor has been associated
as a DNA protector to avoid aberrant methylation. CTCF presents a paralogue
gene known as CTCFL (BORIS). This — as opposite to CTCF — does not have the
capacity to protect against aberrant methylation, leading to genetic silencing.
Normally, BORIS is expressed in testicular tissue during spermatogenesis.
Abnormally, its over-expression has been identified in multiple neoplasms such as
melanoma, gynecological cancer, glioblastoma and — recently — breast cancer.

Since epigenetic components may affect gene expression, one of the
questions of this work is to determine if DNA methylation is involved in the
deregulation of the expression of the genes CTCF and BORIS in breast and
ovarian cancer.

Objective: The aim of this study is to characterize the methylation state of
the genic promoters CTCF and BORIS in samples from breast cancer, cancer of

the ovary and non-neoplastic tissue; and correlate it to its expression.



Results: A total of 8 ovarian cancer, 16 breast cancer and 10 tumor-
adjacent breast tissue were prospectively obtained. In non-neoplastic tissue,
BORIS was found to be hypermethylated. In the ovarian cancer samples, changes
in the methylation pattern were observed. This promoter was de-methylated in 75%
of the samples. The same phenomenon was observed in 68% of the studied breast
cancer samples when compared to non-neoplastic tissue. When analyzing BORIS
expression by real time RT-PCR, we found a correlation between the loss of
methylation and the over-methylation of the gene; thus suggesting that methylation
IS an epigenetic phenomenon associated to the over-expression of the oncogene
BORIS. The methylation analysis of the promoter of CTCF did not show any
differences between the neoplastic and normal tissues; thus proposing that
epigenetic changes mainly affect BORIS.

Conclusions: Loss of methylation is an epigenetic phenomenon associated
mainly to neoplasms. This methylation promotes the over-expression of
oncogenes, especially of BORIS. This is also associated to the expression of the
promoter of this gene. The promoter of CTCF was found non-methylated in both
neoplastic and non-neoplastic tissue; suggesting that methylation changes affect
mainly BORIS. No differences were found regarding methylation of BORIS in
peripheral white blood cells; therefore, the determination of the methylation state of
BORIS in peripheral white blood cells of breast cancer patients is not useful as a

biomarker.
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| INTRODUCCION

El cdncer de mama es la principal causa de muerte asociada a cancer en
mujeres a nivel mundial con una incidencia anual estimada de 1,383,500 casos y
mortalidad del 33%. En los Estados Unidos de América, las estadisticas mas
recientes reportaron 226,870 nuevos casos con una mortalidad del 14% (39,510

casos nuevos) (Siegel et al, 2012).

El prondstico de esta neoplasia depende de varios factores tales como:
estadio, edad al diagnéstico, grado de diferenciacion, proliferacién celular, sobre-
expresion de HER2/neu (Keyormarsi 2002), expresion de receptores de
estrogenos y progestdgenos, entre otros. La identificacion de estos factores
prondsticos constituye la base de de algunas modalidades terapéuticas de la
actualidad como terapias dirigidas contra el receptor de HER2 (Slamon et al,
2001) o el tratamiento hormonal adyuvante / paliativo con tamoxifeno o inhibidores

de aromatasa (Cianfrocca et al, 2008).

De manera general, las neoplasias estan constituidas por poblaciones
heterogéneas de células con alteraciones genéticas y epigenéticas que les
permiten establecer limites fisicos, diseminarse y colonizar érganos distantes. Las
metastasis es una sucesion de estos procesos individuales (Gupta et al, 2006);
las células metastasicas son clonas del tumor primario. La integridad del DNA
puede comprometerse por progresion aberrante del ciclo celular, acortamiento

telomeérico, inactivacion de los genes de reparacion del DNA y mecanismos



alterados de control epigenéticos. Dentro de los factores desencadenantes del

cancer se encuentran los factores genéticos y epigenéticos (Irizarry et al, 2009).

En céncer, uno de los procesos epigenéticos mas estudiados es la
metilacion del DNA (Ehrich, 2009). La metilacion del DNA se presenta
principalmente en las citosinas que preceden una guanina (también conocidos
como dinucledtidos CpG). Existen regiones en el genoma, donde se observa una
mayor densidad de dinucleétidos CpG, las cuales se conocen como islas CpG.
Estas se han asociado con el 60% de los promotores génicos, y por lo general no
se encuentran metiladas (Antequera F, 2003; Weber M et al, 2007). Dentro de los
procesos epigenéticos anormales que se observan en neoplasias malignas, se ha
reportado un fenédmeno de pérdida de metilacién global de DNA, también conocido
como hipometilacion; y a su vez, una ganancia de metilacion (hipermetilacion) a
nivel local. Principalmente la hipermetilacion se encuentra asociada a islas CpG,
afectando asi a multiples promotores génicos como genes asociados con el
control del ciclo celular, genes supresores de tumores, entre otros (Balmain et al,
2003; Irizarry et al, 2009; Van De Voorde et al, 2012). Una de las interrogantes en
el area de la epigenética es el conocer qué mecanismos se encuentran
involucrados en la proteccién en contra de la metilacién aberrante de islas CpG

asociadas a promotores génicos.

Actualmente se ha propuesto al factor nuclear CTCF como una proteina
gue puede proteger contra la metilacion aberrante. El gen CTCF codifica para una

proteina de 11 dedos de zinc, la cual tiene la capacidad de unirse en multiples



sitios del genoma. Dentro de las funciones que se le han atribuido a esta proteina
se encuentra la de mantener a la cromatina en un estado laxo y permisivo a

transcripcion.

Por otro lado, CTCFL es un gen paralogo de CTCF conocido como BORIS,
el cual codifica para una proteina de 11 dedos de zinc. Esta proteina, al contrario
de CTCF, no tiene la capacidad de proteger al DNA en contra de la metilacion
aberrante; fomentando asi una cromatina compacta y el silenciamiento génico. De
manera normal, BORIS se expresa en tejido con alta tasa de transcripcion como lo
es el tejido testicular durante la espermatogénesis y células con altos niveles de
replicacion como las de la epidermis (Rosa-Garrido et al, 2012). Particularmente,
hay reportes de sobre-expresion aberrante en multiples neoplasias como
melanoma, céanceres ginecoldgicos, glioblastomas y recientemente cancer de

mama (Jones PA et al, 2011)

Debido a que CTCFL se desregula en multiples neoplasias, una de las
interrogantes de este proyecto es el conocer si los componentes epigenéticos,
como la metilacion del DNA, estan involucrados en la desregulacion de la

expresion de CTCF y BORIS en cancer de mama y ovario.



Il MARCO TEORICO

Una de cada 8 mujeres tiene la probabilidad de ser diagnosticada con
cancer de mama durante su vida. El cancer, en general, es un problema de salud
publica no so6lo en Europa y América del Norte, sino en otras partes del mundo
como nuestro pais. Se ha progresado de manera importante respecto a la
educacion, deteccion temprana y tratamiento de esta neoplasia; sin embargo, se
han desarrollado pocos tratamientos especificos para ella como el anticuerpo
monoclonal trastuzumab que estd dirigido contra el receptor del factor de
crecimiento epidérmico tipo 2 (HER2). Este ha resultado util en las pacientes que
lo sobre-expresan; sin embargo, existen varios subtipos de cancer de mama. La
caracterizacion mas precisa de ellos permitira el desarrollo de farmacos mas
especificos y de un tratamiento personalizado con mayor especificidad y menor

toxicidad.

Durante los ultimos 30 afios se ha establecido la idea de que el cancer se
origina de una sola célula. Para que esto ocurra, se requieren una serie de
alteraciones genéticas responsable de la seleccién clonal continua y la
heterogenidad de las células tumorales. Este proceso da origen a la proliferacion
tumoral, invasion, metastasis y resistencia a farmacos. La teoria del origen clonal
del cancer ha sido apoyada por el descubrimiento de oncogenes dominantes y

genes supresores de tumor de actividad recesiva (Nowell, 1989). Figura 1.
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Figura 1. El origen clonal del cancer. Modelo propuesto del origen clonal del

cancer. Modificado de Feinberg AP et al, Nat Rev Genet, 2006; 7: 21-33. ONC:

oncogen, GST: gen supresor de tumor.
Epigenética

En el cuerpo humano, existen aproximadamente 60 trillones de células,
cada una contiene alrededor de 2 metros de DNA gendémico contenido dentro del
nucleo. La conjuncion del DNA con histonas se conoce como nucleosoma, lo cual
es la unidad funcional de la cromatina (Felsenfeld y Groudine, 2003). El
empaquetamiento del DNA trae como consecuencia que los genes contenidos en
él tengan que remodelarse para que se puedan expresar en un tiempo y espacio
definido; dicho fenOmeno se encuentra regulado por procesos epigenéticos. La
epigenética se define como patrones heredados de célula a célula de la actividad

del DNA y RNA que no dependen de la secuencia de nucleotidos (Esteller, 2011).



En general comprende un fenotipo heredable que pasa a través de la mitosis o la
meiosis (Berger et al, 2009). Durante la diferenciacion celular muchos de los
genes que se expresan en ceélulas totipotenciales son inactivados de manera
gradual durante el desarrollo; mientras tanto, los genes tejido-especificos se
activan. Estos procesos en la regulaciéon de la expresion génica son mediados por
distintos procesos epigenéticos; dentro de los que se encuentran la remodelacién
de la cromatina, las modificaciones post-traduccionales de histonas y la metilacién

del DNA, entre otros (Lund AH et al, 2004).

Muchos de los genes que se encuentran activos en progenitores pueden
ser silenciados de manera gradual en estadios tardios durante el desarrollo;
mientras tanto, subgrupos de genes tejido-especificos se activan. Esta progresion
es el resultado de expresion selectiva de factores de transcripcion y de la labor
orquestada de los principales efectos epigenéticos: remodelacion de la cromatina,
modificaciones post-traduccionales de histonas, metilacion del DNA y la actividad
de los RNAs no codificantes. Una propiedad importante de los cambios
epigenéticos dentro de la célula es que pueden heredarse. Una vez establecidas,
las modificaciones epigenéticas pueden mantenerse y propagarse durante la
division celular. El establecimiento de marcas epigenéticas especificas dentro de
la célula requiere de la accién coordinada de multiples mecanismos enzimaticos,
asi como de complejos proteicos que reconozcan dichas modificaciones (Tollervey

et al, 2012).



Dentro de los tipos principales de informacion epigenética se encuentran:

1. Modificaciones post-traduccionales de las histonas.

Incluye a la acetilacion, metilacion, fosforilacion, ubiquitinizacion, ADP-
ribosilaciéon, sumoilacién, en las regiones amino y carboxilo terminales de
las histonas. Son importantes en la regulacion transcripcional, y muchos se
mantienen de manera estable durante la division celular (Feinberg et al

2004).

2. La metilaciéon del DNA.

La modificacion covalente del DNA, en la cual un grupo metilo es
transferido de la s-adenosilmetionina a la posicion C-5 de una citosina por
una familia de metiltransferasas. Esta ocurre principalmente en
dinucledtidos CpG y tiene diferentes funciones celulares como: la formacion
de “splicing” alternativo, la regulacion de la expresion génica y en el
silenciamiento génico, area donde mas se ha estudiado este proceso

epigenético.



Alteraciones en los patrones de metilacion del DNA son comunes en las
células neoplasicas y comprenden un subgrupo de eventos involucrados en el
proceso de carcinogénesis. Se ha observado que la metilacion de las islas CpG en
las regiones 5’ de genes supresores de tumor tales como pl16, VHL, Rb, p53;
pueden suprimir su expresion y funcién. Se conoce que BRCAL contribuye a la
carcinogénesis por su inactivacion mediante la metilacion del DNA de su promotor

(Butcher et al, 2004; Butcher et al, 2007).

La metilacion del DNA es el proceso epigenético mejor caracterizado en
cancer. La adiciébn de un grupo metilo a los residuos de citosina que preceden
directamente una guanina (CpG) es una marca comun post-replicativa.
Paraddjicamente, en el genoma existen regiones con un alto contenido de
dinucledtidos CpG (“islas CpGs”) que no se encuentran metiladas. Estas islas se
encuentran aproximadamente en 60% de los promotores de los genes en seres
humanos. La hipermetilacion en la regiébn promotora por lo general se asocia con
el silenciamiento de un gen; mientras que su contraparte, la hipometilacion, se
asocia con actividad de los genes. En general el DNA del tejido neoplasico se
encuentra hipometilado; y los genes supresores de tumor (GST) dentro del tejido

tumoral estan hipermetilados (Tablas 1, 2y 3).



Tipo de Cancer

Genes representativos

Mama BCSG1, CAV1, CHD1, CDH3, NAT1,
UPAN

Prostata PLAU, TFF1, TFF3

Melanoma 14-3-3s, GAGE 1-6, HMW-MAA,
MAGE-Al1, MAGE-A2, MAGE-A3,
MAGE-A4, MAGE-A6, NY-ESO-”, PIS5,
PRAME, SSX 1-5

Pancreas CLDN4, LCN2, MSLN, PSCA, S100P,
S100A, SERPINBS, SFN, TFF2

Pulmoén 14-3-3s, C8orf72

Colorrectal LINE-1, MAEL, SFT2D3

Tabla 1. Genes que generalmente se encuentran hipometilados en

neoplasias.

algunas



Tipo de Cancer

Genes representativos

Mama 14-3-3s, AK5, APC, BCL2, BRCA1, CCND2, CDH13, CDKN1C, CDKN2A, CST6, DAPK, DCC,
ER-a, FOXA2,
GPC3, HIC1, HOXA5, HOXD11, LAMA3, LAMB3, LAMC2, LDLRAP1, MGMT, MLH1, PGR,
RADS9,
RAR-b, RASSF1A, ROBO1, RUNX3, SFRP1, SYK, TMS1, TWIST, WIF1, WRN, WT1

Prostata APC, AR, ASC, BCL2, CAV1, CCND2, CD44, CDH1, CDH13, CDKN2A, DAPK, DKK3, EDNRB,
ER-a, ER-b,
GPX3, GSTM1, GSTP1, HIC, LAMA 3, LAM C2, MDR1, MGMT, PTGS2, RAR-b2, RARRES],
RASSF1A,
RPRM, RUNX3, SFN, SFRP1, TIMP3

Melanoma 3-OST-2, APC, ASC, BST2, Caspase 8, CCND2, CD10, CDH1, CDH8, CDKN1B, CDKN1C,
CDKNZ2A,
CIITA-PIV, COL1A2, CXCR4, CYP1B1, DAL1, DAPK1, DDIT4L, DNAJC15, DPPIV, E cadherin,
ER-a,
GATA4, GDF15, HMW-MAA, HOXB13, HSP11, KR18, LOX, LRRC2, LXN, Maspin, MDR1,
MINT 17,
MINT 31, Megalin, MFAP2, MGMT, MIB2, MTAP, NPM2, p101, P73, PCSK1, PRDX2, PTEN,
PTGS2,
QPCT, RAR-b2, RASSF1A, Ril, SOCS-1. SOCS-2, SOCS-3, SYK, TERC, TFPI2, THBSI1,
THBS4, TIMP3, TM,
TNFRSF10A, TNRSF10D, TNRSF10D, TPM1, WIF1, WFDC1

Pancreas BNIP3, CCND2, CDKN2A, CDKN1C/p57, CNTNAP2, MDF-1, miR-9-1, NPTX2, PENK, RPRM,
SPARC/ON,
TFPI2, UCHL1, ZNF415

Pulmén BARHL2, CBLN4, CDKN2A, CDH1, DAPK, DPP6, FLJ30851, GRIK2, HAND2, HOXA9, HOXD?9,
KIAA1024,
LHX2, MGMT, NR2E1, OSR1, PCDHGA12, RAR-b, RASSF1A, RUNX3, SIM2, SIX6, ST8SIAS,
TIMP3

Colorrectal ALX4, APC, CDKN2A, CDH4, CHD1, CHD13, CHFR, CRABO1, CXCL12, DAPK, DKK1, EphA1l,

ER-a,
GALR2, GATA4, GATAS, HLTF, ID4, IEF8, MGMT, MLH1, NGX6, pl14, p15, PPARG, RASSF1A,
RUNX3, SEPT9 SFRP1, SFRP2, SLC5A8, Sox17, TFPI2, THBS1/TSP1, TIMP3, VIM

Tabla 2. Genes

del DNA.

aberrantemente silenciados en cancer por la hipermetilacion




Hipometilacién

Hipermetilacion

Frecuencia Ubicua, aun en tumores | Algo de hipermetilacién temprana, con
benignos y tempranos incremento en la frecuencia con la
progresién del tumor
Blancos Secuencias repetidas, regiones | Promotores

codificantes, promotores

Cambio primario / | Primario Puede ser secundario a silenciamiento
secundario genético, cambios en la cromatina
Posible efecto en | Inestabilidad cromosOmica, | Mantenimiento del silenciamiento de
humanos pérdida de impronta, activaciéon | genes supresores de tumor

de oncogenes

Efectos en modelos | Linfoma, iniciacion | Incremento en la progresion de tumores
animales incrementada de tumores | intestinales

intestinales, hepatocarcinoma
Variacion en edad de | Si Si

inicio

Tratamiento

Efecto secundario de inhibicion

Terapia inhibitoria

Tabla 3. Generalidades de hipometilacién e hipermetilacion en cancer.




La metilacion del DNA en seres humanos se lleva a cabo por tres enzimas:
DNA metiltransferasa 1 (DNMT1) o de mantemiento que conserva los patrones de
metilacion durante la replicacion celular; DNMT3A y DNMT3B que regulan la
metilacion de novo que establecen la metilacion del DNA en sitios que

precisamente no estaban metilados (Blair et al, 2012). Figura 2.



/ Metilacién de novo

No metilado (DNMT3A, DNMT3B) ? ?
ATCGAATGCTGCGGA ATCGAATGCTGCGGA
TAGCTTACGACGCCT TAGCTTACGACGCCT

Reprogramacion Complejo de silenciamiento

epigenética (desacetilacion de histonas)
(embriogénesis)

Restablecer los

patrones de
metilacion

? I o <0
ATCGAATGCTGCGGA ATCGAATGCTGCGGA

TAGCTTACGACGCCT

b & Oz==d

Parcialmente Metilado

Metilacion de

i eplicacién del DNA
fiantenimiento ATCGAATGCTGCGGA
"\/_\-/_\/\

(DNMT3A, DNMT3B)

Figura 2. Esquema del establecimiento de la metilacion del DNA. Modificado

de Issa JP, Nat Rev Cancer, 2004; 4: 988-93

Las islas CpG

Los dinucle6tidos CpG se encuentran distribuidos de manera no equitativa
en el genoma. En general, las CpGs se encuentran poco representadas en
mamiferos. Las regiones de DNA que contienen una alta densidad de CpG se
denominan “islas CpG”. Estas se encuentran sobre-representadas en el 60 al 70%
de los promotores génicos, incluyendo la mayoria de los genes constitutivos, asi

como genes del desarrollo y tejido especificos (Williams et al, 2012).



La metilacion generalizada de los promotores de las islas CpG se ha
reportado en diferentes tumores, incluyendo: géstrico, pulmén, higado, ovario,
glioblastoma, endometrio, mama y algunas leucemias. Este fenotipo, conocido
como CIMP por sus siglas en inglés (CpG Island Methylator Phenotype), se
describioé por primera vez y ha sido mas estudiado en cancer colorrectal (Issa JP,

2004; Frazier et al, 2003; Hughes et al, 2012).



La metilacion y el cancer

La conexién entre la metilacion del DNA y el cancer se demostrd por
primera vez en 1983, cuando se observd que el genoma de las células
neoplasicas se encontraba hipometilado en comparacion con el tejido normal
(Feinberg, 1983). La hipometilacion en las células tumorales se debe
principalmente a la pérdida de la metilacion en regiones repetitivas del genoma, la
inestabilidad gendémica resultante es una caracteristica de las células neoplésicas

(Robertson, 2005; Ehrlich M, 2009).

El cancer se ha definido de multiples maneras. Desde la observacién de
Hipocrates de la angiogénesis, la palabra cancer per se se refiere a los vasos
sanguineos gruesos que alimentan los tumores y semejan los artejos de un

cangrejo.

Los principales abordajes de tratamiento contindan siendo basados en
cirugia, agentes citotdéxicos no especificos y radiacion. Los mayores avances en
cuanto al tratamiento dirigido de los tumores pueden representarse con la
identificacion de cambios genéticos tales como la amplificacion de HER2/neu en
cancer de mama, mutaciones de ERBB2 y EGFR en cancer de pulmoén, y el
rearreglo BCR-ABL (Breakpoint cluster region- Abelson murin Leukaemia viral (v-

abl) oncogene homologue) en leucemia mielocitica crénica.



A la par, se han realizado grandes avances en la caracterizacion de las
alteraciones epigenéticas en cancer. Estas incluyen alteraciones globales, tales
como hipometilacion del DNA e hipoacetilacion de la cromatina, asi como hipo e
hipermetilacion especificas. La hipometilacion global del DNA lleva a inestabilidad
cromosOmica y un incremento en la frecuencia del desarrollo de neoplasias (Baylin
SB, 2011; Jones PA 2002) se ha visto relacionada también con activaciéon
especifica de algunos oncogenes tales como R-ras en cancer gastrico, ciclina D2 y

maspina en cancer de pancreas (Feinberg et al, 2006).



CTCF

El gen de CTCF se encuentra localizado en el cromosoma 16, brazo largo,
en la banda g 22.1; éste codifica para una proteina de 11 dedos de zinc (Figura 3

A).

El factor nuclear CCCTC, también conocido como CTCF es una proteina
multifuncional de 11 dedos de zinc, conservada en muchos organismos implicada
en diversas funciones regulatorias. Inicialmente, CTCF fue caracterizado como un
regulador tanto positivo como negativo de diferentes genes como c-myc (Ohlsson

et al, 2001).
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Figura 3. Analisis in silico de los promotores génicos de CTCF y BORIS. A:
Promotor de CTCF que se encuentra embebido en una isla CpG de 175
dinucledtidos CpG en una region de ~1 kb. B: Promotor de BORIS que se
encuentra embebido en una isla CpG de 28 dinucleétidos CpG en una region de

~0.4 kb.

Se ha involucrado a este gen en diversos aspectos de la regulacion
epigenética tal como la inactivacion del cromosoma X, la impronta gendmica, la
regulacién de transcritos no-codificantes, la estructura y funcion de elementos
repetidos, entre otros (Phillips JA et al, 2009). La ausencia de CTCF se ha
relacionado recientemente con el desarrollo del cancer; este factor de
transcripcion participa en la regulacion de genes involucrados en el control del
ciclo celular tales como BRCAL, Rb y p16 donde se ha observado una localizacién

citoplasmatica aberrante en el 77% de los carcinomas mamarios lo que



correlaciona con la hipermetilacion del DNA en el promotor del gen BRCAL1 (De la
Rosa-Velazquez, 2007). Se ha observado que la ausencia de CTCF conlleva a la
hipermetilacion del promotor de este gen. Como sabemos, la hipermetilacion de
BRCAL se asocia hasta con un 20% aproximadamente de los casos de cancer de
mama esporadicos. (Butcher, 2004; Butcher, 2007). Es debido a estos hallazgos
que ha crecido el interés en considerar a CTCF como un candidato en la
regulacion de genes supresores de tumores tan importantes como lo es p53 (Soto-

Reyes y Recillas-Targa, 2010).

BORIS (CTCFL)

El factor de transcripcion BORIS es un miembro de la familia de genes CTA
(por sus siglas en inglés cancer-testis antigen). Este gen se expresa de manera
tejido especifico en células de mamiferos; particularmente se observa sobre-
expresado en testiculo (principalmente en espermatocitos primarios) y en
epidermis. De manera anormal, en neoplasias malignas como melanoma,
canceres ginecoldgicos, glioblastomas y recientemente cancer de mama (Loukinov
DI et al, 2002; Rosa-Garrido et al, 2012). Este gen se encuentra localizado en el

cromosoma 20, brazo largo, banda q 13.31.

BORIS es el Unico paralogo conocido de CTCF. Ambas proteinas tienen
una region central de union al DNA de 11 dedos de Zinc, con una secuencia de
aminoacidos muy similar (74.1% de identidad). BORIS ha sido implicado en

multiples funciones reguladoras incluyendo proliferacion celular, activacion de



otros genes de la familia CTA, espermatogénesis, desarrollo humano pre-
implantacion y proliferacion del ciclo celular (Rosa-Garrido et al, 2012). En
condiciones normales, el promotor se encuentra inactivado por metilacion del DNA
(Necochea-Campion et al, 2011). De manera anormal, su desmetilacion pudiera

asociarse con la sobre expresion de este oncogen.

Estas proteinas se ha observado de manera general que tienen efectos
opuestos sobre la expresion génica. BORIS se ha visto asociado en proliferacién
celular y expresion génica; mientras que CTCF reprime la expresion génica e

inhibe la proliferacion celular (Klenova et al, 2002).



Modificaciones post-
traslacionales

Interacciones
proteina-proteina

Modelado Lecturade
de estado estado
; epigenético epigenético
Linea por BORIS por CTCF

germinal

1 ZFs
4y N
LAl

CTCF

Activacion
anormal

Figura 4. Modelo de las funciones de CTCF/BORIS en céncer y células no
neoplasicas. En la tumorigénesis, la activacion anormal de BORIS puede interferir
con la restriccion del crecimiento controlada por CTCF. CTCF y BORIS actuan de
manera sucesiva para gobernar los estados epigenéticos en el desarrollo normal y
su rivalidad puede ser causa de la expresion aberrante de BORIS en céancer.

Modificado de Klenova EM, et al. Seminar Cancer Biol 2002, 12: 399-414.

Esto no es del todo extraiio, debido a las diferencias significativas en la
secuencia y diferencias estructurales en sus extremos amino Yy carboxilo
terminales. La comparacién de BORIS y CTCF ha revelado que a pesar del alto

grado de similitud (74.1% de identidad) en los dedos de zinc, los extremos de las



proteinas comparten menos del 15% de la secuencia (Necochea-Campion et al,

2011).

La mayoria de las neoplasias malignas son el resultado de multiples
alteraciones genéticas y epigenéticas. Dentro de este proceso se encuentran los
patrones alterados de metilacion (como se mencioné anteriormente) tales como
hipometilacion generalizada y localizada; eventos que llevan a la expresion
inapropiada de genes supresores de tumor en casos de cancer esporadico

(Robertson, 2005).



Pregunta de investigacion

¢ Existen cambios en el estado de metilacion de los promotores de CTCF y
BORIS en los tumores de mama y ovario en comparacion con tejido sano? ¢ Esta
asociada la pérdida de la metilacion de BORIS con el desarrollo de cancer de
mama y ovario? ¢La metilacién de estos promotores afecta la expresion de estos

genes (CTCF y BORIS)?



I PLANTEAMIENTO DE TESIS

Planteamiento del problema

Uno de Ilos fendmenos mas relevantes en la carcinogénesis es
la desregulacion transcripcional de los genes supresores de tumores. Los
datos actuales indican la participacion de CTCF en la regulacion transcripcional de
genes supresores de tumores tan relevantes como p53, al igual que un cambio en
Su expresion en varios tipos de canceres. Por otro lado, es bien conocido el efecto
de los cambios epigenéticos en la carcinogénesis; por lo que en este trabajo
gueremos identificar la participacion que tiene la metilacion de los promotores de
los genes CTCF y su gen paralogo BORIS (CTCFL) y su expresion en tumores de
mama Yy ovario. Esto nos permitird conocer la participacién de este mecanismo de
regulacion transcripcional en genes que a su vez influyen en la expresién de

genes supresores de tumores.



Hipotesis
La hipometilacion del promotor de BORIS deriva en la sobre-expresion del

gen en tumores de mama y ovario.

La hipermetilacion del promotor de CTCF conlleva en el silenciamiento del

gen en tumores de mama y ovario.

En tejido sano, CTCF se mantendra hipometilado mientras que BORIS se

encontrara hipermetilado.



Objetivos

General

Caracterizar el estado de metilacion del DNA de los promotores génicos
CTCF y BORIS a partir de biopsias de tumores de cancer de ovario, cancer de

mama y tejido sano; y correlacionarlo con su expresion.

Particulares

1. Reclutar pacientes que presenten tumores de cancer de ovario, cancer de
mama.

2. Caracterizar el estado de metilacion de los promotores génicos de CTCF y
BORIS por medio de PCR sensible a metilacion (MS-PCR).

3. Determinar la expresion del gen BORIS por medio de qRT-PCR (PCR en
tiempo real).

4. Evaluar la correlacion entre los niveles de expresion del gen BORIS con el

estado de metilacion del DNA de su promotor.



Disefio del estudio

Es un estudio prospectivo que busca responder si variaciones en el estado
de metilacion de genes con funcion gen supresor de tumores como CTCF y
oncogenes como BORIS constituyen un cambio epigenético que conlleva al

desarrollo de cancer de mama y ovario.

Poblacién de estudio

Mujeres con cancer de ovario y mujeres con cancer de mama que cumplan

con los criterios de inclusion.

Criterios de inclusion (Cancer de ovario)

. Pacientes con cancer de ovario en cualquier estadio.
. Mayores de 18 afios.
. Firma del consentimiento informado para la toma de la biopsia.

Criterios de inclusion (Cancer de mama)

. Pacientes con cancer de mama en cualquier estadio.
. Mayores de 18 afos.

. Firma del consentimiento informado para la toma de la biopsia.



Criterios de exclusién

. Expedientes que no contengan la informacion completa.

Criterios de eliminacioén

. Retiro del consentimiento informado

A todas las pacientes que sean candidatas a ingresar al protocolo se les
proporciond y explico el consentimiento informado; asi mismo, se les manifesté
verbalmente que sus muestras serian utilizadas para el analisis de interés. La

paciente puede retirar su muestra y pedir que se destruya.

Proceso de obtencién del consentimiento informado

Se entrevistd a las pacientes diagnosticadas. Se les informé detalladamente
en qué consiste el protocolo y los beneficios que esta investigacién puede
proporcionarles. También, se les entreg6 una copia del consentimiento informado.
Se les brindé informacion explicita de la elaboracion del estudio y como se llevaran
a cabo los ensayos biolégicos. Todas las pacientes firmaron el consentimiento
informado autorizado por el Comité de Bioética del Instituto Nacional de

Cancerologia.



La sustentante de la tesis, el asesor y el revisor son responsables directos

de la realizacion del estudio y revision del contenido con sustento cientifico



Andlisis estadistico

Se utilizaron medidas de frecuencia, tendencia central y dispersion de
acuerdo a la distribucion de la muestra determinada por Kolmogorov-smirnoff. El

andlisis se realizo con el programa Excel 2010 para Windows.



Obtencion y procesamiento de las muestras

Todas las muestras fueron obtenidas de pacientes del Instituto Nacional de
Cancerologia de México y clasificadas por estadio segun los criterios de la
American Joint Committee on Cancer (AJCC; TNM system) 7a edicion. El
diagndstico histopatoldgico fue realizado por patdlogos especialistas del Instituto

basados en los criterios de la Organizacién Mundial de la Salud.

Se obtuvieron de manera prospectiva 8 muestras de cancer de ovario, 16
muestras de cancer de mama y 10 muestras de tejido mamario adyacente al
tumor. Las muestras fueron tomadas antes de iniciar el tratamiento. Como
controles se utilizaron: 1 muestra de DNA de ovario normal y 2 muestras de DNA
mama normal. Las muestras de tejido fresco fueron conservadas a -20°C en
RNAlater (Qiagen). Este estudio fue aprobado por los Comités Cientifico y de
Bioética del Instituto Nacional de Cancerologia (numeros de aprobacion

011/034/IBl y CB/727).

Ensayo de bisulfito de sodio y secuenciacion.

Se obtuvo el DNA de las muestras tumorales mediante extraccion por
fenol/cloroformo. Se modifico 1 ug de DNA gendmico por medio de un ensayo de
bisulfito de sodio (EpiSeeker Bisulfite Modification Kit- Whole Cell — ABCAM; ab

117126; EZ methylation kit de ZYMO).



Dentro del estudio se emplearon distintos oligonucleétidos sintéticos; los

cuales se mencionan a continuacion:

Andlisis de expresiéon por PCR tiempo real:
BORIS RT FWD  AAAACCTTCCGTACGGTCACTCT

BORISRT RVS  TGTTGCAGTCGTTACACTTGTAGG

Andlisis de la metilacion del promotor del gen BORIS por PCR sensible a
metilacion (MS-PCR):

MSP BORIS 3' MET FWD TACGAGGGGAATGTTTGTTC

MSP BORIS 3' MET RVS CCTACGCCTAACAAAATTCCG

MSP BORIS 3' UNMET FWD GTGTATGAGGGGAATGTTTGTTT

MSP BORIS 3' UNMET RVS ATCCTACACCTAACAAAATTCCAC

Andlisis de la metilacién del promotor del gen CTCF por PCR sensible a
metilacién (MS-PCR):

MSP CTCF 5 MET FWD TTAGCGGGAGTTAGGACGTC

MSP CTCF 5 MET RVS ACTTTCAAAAACGAACGCG

MSP CTCF 5 UNMET FWD TATTTAGTGGGAGTTAGGATGTT

MSP CTCF 5' UNMET RVS CCAACTTTCAAAAACAAACACA



Como control positivo de metilacion del DNA, se utilizé 1 ug de DNA de
linfocitos de sujetos sanos que fue metilado in vitro (IVD) durante 8 horas con Sssl

metiltransferasa (NEB, Beverly, MA)

RT-PCR tiempo real.

Con el fin de conocer los niveles de expresion del promotor de BORIS, se
extrajo RNA total por medio de Trizol (Invitrogen) tanto de tejido tumoral como de
tejido adyacente al tumor. Los niveles de BORIS se determinaron por RT-PCR en
tiempo real a partir de cDNA generado a partir 1 ug de RNA total empleando oligo
dT. El ensayo se realiz6 con Sybr Green/ROX Master Mix (cat: K0223; Fermentas)
y la expresion relativa se analiz6 mediante el método AACt. Para la normalizacion
del ensayo se utilizd el gen constitutivo 28s. El experimento se realizé en un

termociclador de tiempo real StepOnePlus de Applied Biosystems.



A% RESULTADOS

Cancer de ovario

La edad promedio de las pacientes con este diagnostico fue de 43 afos,
con un rango de 27 a 60. El tipo histolégico mas comun fue el adenocarcinoma
endometroide (n=3), seguido del mucinoso y germinal (n=2, respectivamente) y

finalmente el seroso papilar (n=1). (Tabla 4).

Caracteristica Resultado
Germinal 2
Adenocarcinoma endometroide 3
Mucinoso 2
Seroso papilar 1

Tabla 4. Caracteristicas generales de las pacientes con cancer de ovario



Andlisis del estado de metilacion del promotor de BORIS por PCR sensible a

metilacién (MS-PCR).

Con el fin de conocer el fin de conocer el estado de metilacion del promotor
de BORIS, se realiz6 una MS-PCR con lo se determin6 que en el tejido normal, el
promotor de BORIS se encuentra metilado (Figura 5A inferior). En las muestras de
cancer de ovario, observamos cambios en el estado de metilacion de este
promotor. Figura 5A. Persisti6 metilado en 25% de las muestras (N= 2),

parcialmente metilado en 63% (N=5) y se encontr6 no metilado en 12% (N=1).

Figura 5B.
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Figura 5. Andlisis de la metilacion del DNA en ovario normal y cancer de
ovario. A — Analisis por MS-PCR en ovario normal, cancer de ovario (CO). IVD:
DNA metilado in vitro. U: No metilado. M: Metilado. B- Resultados del estado de
metilacion representada en porcentajes.



Cancer de Mama

La edad promedio de las pacientes con este diagnéstico fue de 55 afios,
con un rango de 35 a 79. Treinta por ciento de las pacientes estudiadas tenian
antecedente de tabaquismo y 38.46% eran nuligestas al diagnostico. El indice de
masa corporal promedio fue de 27.86 kg/m2, lo cual indica que la mayoria de las
pacientes contaban con sobrepeso. El estadio mas comun al diagnéstico fue Il B

(n=5). Las caracteristicas generales de este grupo de pacientes se muestran en la

tabla 5. -
Caracteristica Resultado
Edad (afios) 55 (35a79)
Tabaquismo 30 %
IMC (kg/m®) 27.86 (16.89-39.06)
Nuligestas 38.46 %
Estadios (n)
I A 2
1B 0
IMA 4
Il B 1
A 1
I B 5
nc 0
v 0
SBR
3 2
4 2
5 0
6 2
7 2
8 3
9 0
REYP + 76%
Her 2 0
Ki 67 1-85 (16%)

Tabla 5. Caracteristicas generales de las pacientes con cancer de mama.
SBR: Escala de Scarff-Bloom-Richardson. RE: Receptores de estrogenos. P:
Receptores de progestagenos. Estadio de acuerdo a la American Joint Cancer
Committee 7ma edicion.



Analisis de metilacion del promotor de BORIS por PCR sensible a metilacion

en tejido mamario.

Con el fin de evaluar el estado de metilacion se realizé el ensayo de bisulfito
de sodio y posteriormente PCR en el tejido adyacente al tumor, se observaron
cambios en el estado de metilacion (metilacion parcial) en 7 muestras (TA2, TAS,
TA4, TA5, TA7, TA9 y TA10), mientras que en 3 (TALl, TA6 y TA8) se mantuvo

metilado como en el control (tejido no neoplasico). Figura 6.

TA1 TA2 TA3 TA4 TAS TAG TA7

slilasses SES

Controles
TAS TA9 TA10 NORMAL  H,O
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o . . e Ed

Figura 6. Analisis de la metilacion del DNA por MS-PCR en tejido mamario

adyacente a tumor (TA) y tejido mamario normal. U: No metilado. M: Metilado.



En el andlisis del estado de metilacién de las muestras de cancer de mama,
el promotor de BORIS se observdé metilado en 31% (n= 5); no metilado en 6%

(n=1) y parcialmente metilado en 63% (n= 10) (Figuras 7Ay 7B).

A CMm1 CM2 CM3 CM4 CM5 CM6 CM7

U M U M U M U M U M 9) M 9) M

CM8 CM9 CM10 CM11 CM12 CM13 CM14

u M u M u M u M u ™ u ™ u M
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CM15 CM16 NORMAL H,O
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B Tejido Adyacente al Tumores de mama
tumor B No metilado
® Metilado Parcialmente metilado
Parcialmente Metilado ® Metilado

31% 6%

3 2
=

Figura 7. Analisis de la metilacion del DNA del promotor de BORIS en mama
normal y cancer de mama. A — Analisis por MS-PCR en mama normal y cancer
de mama (CM). U: No metilado. M: Metilado. B- Resultados del estado de

metilacion en tejido adyacente y cancer de mama, representado en porcentajes.
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Tabla 6. Resumen del analisis del estado de metilacion por PCR sensible a
metilacion de los promotores de CTCF y BORIS en Tejido adyacente a tumor
y cancer de mama. Verde: No metilado; Rojo: metilado; Amarillo: parcialmente

metilado.



Andlisis de expresiéon de BORIS por RT-PCR en tiempo real en tejido

adyacente a tumor y cancer de mama.

Se analizo la expresion de BORIS mediante RT-PCR en tiempo real en tres
tumores de mama y su tejido adyacente histoldgicamente normal. En general, se
observa una mayor tasa de expresion de BORIS en los tumores (CM1, CM6 y
CM8) que en el tejido adyacente normal (TAL1, TA6 y TA8). En las muestras TAl y
CM1 se observé un enriquecimiento en la expresion de 1.07 veces en
comparacién con el tejido adyacente normal; mientras que para las muestras CM6
y CM8 se observé un incremento de expresion de 11.09 veces y de 29,759,074
veces, respectivamente (Figura 7A). Al cotejar estos datos con el estado de
metilacion se observé que en las muestras TA1 y CM1 donde se observo 1.07
veces de enriquecimiento en la expresion no presentan diferencias en su estado
de metilacion. Mientras que para las muestras CM6 y CM8 donde se evalud una
diferencia significativa en la expresién de 11.09 veces y de 29,759,074 veces
respectivamente, se aprecié una pérdida del estado de metilacion para ambos
tumores. Estos datos sugieren fuertemente que la pérdida de metilacion del

promotor del gen BORIS conlleva su sobre-expresion (Figuras 8A'y 7B).
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Figura 8. Comparacion del estado de metilacién del tejido adyacente y
cancer de mama vs la expresion de BORIS por RT-PCR en tiempo real. A —
Analisis de expresion de BORIS en muestras de tejido adyacente a tumor (TA) y
cancer de mama (CM) por RT-PCR en tiempo real. B — Andlisis de metilacién del
promotor de BORIS en tejido adyacente a tumor (TA) y cancer de mama (CM) por

MS-PCR. AU: No metilado; M: Metilado



Andlisis de metilacién del promotor de CTCF por PCR sensible a metilacion

(MS-PCR).

Para estudiar el estado de metilacion del promotor de CTCF se realizo el
ensayo de bisulfito de sodio y posteriormente PCR sensible a metilacion de tejido
normal, cancer de ovario y cancer de mama. En el tejido normal se observo que el
promotor de CTCF se encuentra no metilado. No se observaron diferencias en el
estado de metilacion en el promotor de CTCF entre las muestras de cancer de
ovario, tejido mamario adyacente al tumor ni en cancer de mama. Se encontré que
el promotor de CTCF persiste no metilado (Figura 9 A, B y C). Estos datos
proponen que los cambios a nivel de metilacion se presentan con mayor

frecuencia en el promotor de BORIS que en el promotor de CTCF.
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Figura 9. Andlisis de la metilacion del DNA del promotor de CTCF en cancer

de ovario, ovario normal, mama normal y cancer de mama. A — Analisis por
MS-PCR en cancer de ovario (CO). B — Analisis por MS-PCR en tejido adyacente
(TA) y cancer de mama (CM) U: No metilado. M: Metilado. C — Controles: ON:
Ovario normal, MN: Mama normal, IVD: DNA metilado in vitro, LSP: Leucocitos de

sangre periférica.



Andlisis de BORIS como un probable biomarcador en sangre periférica.

Debido a que observamos diferencias en el estado de metilacién del
promotor de BORIS en tejido adyacente a tumor vs tejido tumoral, decidimos
analizarlo en leucocitos de sangre periférica con el fin de buscar un posible
biomarcador en este tejido. Se analizaron 42 muestras de DNA de leucocitos de
sangre periférica (LSP) de pacientes con cancer de mama (Figura 10A) y de 10
individuos sanos (Figura 10B). Doce muestras corresponden al subtipo luminal A,
10 a luminal B, 10 a triple negativo y 10 a Her 2. No se observaron diferencias en
el estado de metilacion entre individuos sanos y las muestras provenientes de

pacientes con cancer de mama. Figuras 10 A, By C.
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Figura 10. Andlisis de la metilacion del DNA del promotor de BORIS en

B Leucocitos de Sangre Periférica de Individuos Sanos C

sangre periférica. A — Analisis por MS-PCR en leucocitos de sangre periférica de
pacientes con cancer de mama (1 a 42). B — Andlisis por MS-PCR (1 a 10). C —

Controles. U: No metilado. M: Metilado. IVD: DNA metilado in vitro.



\Y; DISCUSION

En resumen, durante el desarrollo de la tesis evaluamos el estado de
metilacion de los promotores de los genes CTCF y BORIS en muestras de cancer

de ovario y mama y su repercusion en la expresion.

Principalmente nos enfocamos en el estudio de estos genes debido a que el
factor nuclear CTCF se encuentra implicado con diversas funciones celulares,
dentro de las que se encuentran la estructuracion del nucleo celular, la regulacién
de la expresion génica y actualmente con la capacidad de proteger a los
promotores génicos en contra de un silenciamiento epigenético aberrante como la
metilacion del DNA (Butcher et al, 2007). Por ello, este factor ha sido clasificado
como gen supresor de tumores. Por otro lado, BORIS — el gen paralogo de CTCF
— se expresa de manera tejido especifico durante la espermatogénesis y en tejidos
con una alta tasa de replicacién como la epidermis (Rosa-Garrido et al, 2012).
Debido a que este gen se encuentra implicado en la fomentar la duplicacion
celular, ha sido catalogado como proto-oncogen. Normalmente, el promotor de
este gen se encuentra silenciado por metilacion de DNA, evitando asi una

proliferacion descontrolada de la célula (Figura 1).

La mayoria de los canceres resultan de multiples alteraciones genéticas y
epigenéticas que transforman un fenotipo normal a uno invasor o metastasico.

Dentro de estos procesos se encuentra la metilacion del DNA que deriva en la



alteracion de la expresion de genes como los genes supresores de tumores y

oncogenes.

Elegimos en particular los modelos de cancer de mama y cancer de ovario
debido a que son dos de los tumores ginecolégicos no asociados a virus mas
frecuentes en la poblacion mexicana y que a su vez se ha reportado la
desregulacion en la expresion de gen supresor de tumores CTCF y el oncogen

BORIS.

Al analizar el estado de metilacion del promotor de BORIS en cancer de
ovario al compararlo con tejido normal, se observo la pérdida de la metilacion del
DNA en la mayoria de las muestras provenientes de tumores de ovario y mama en
comparacién con tejido normal. Esto sugiere que los cambios epigenéticos como
la metilacién del DNA en oncogenes como BORIS pueden estar involucrados en

procesos que derivan en el desarrollo de neoplasias.

Al analizar la expresion de BORIS, observamos que este gen se encuentra
sobre expresado en los tumores en comparacién del tejido adyacente. Al comparar
el estado de metilacion del DNA del promotor de BORIS con la expresion del gen
observamos que existe una relacion entre la pérdida de metilacion del promotor y
la sobre-expresion del gen. De igual forma, al evaluar el estado de metilacion en
distintas muestras de tejido adyacente al tumor en comparacién con DNA de tejido

normal encontramos que existe la pérdida de metilacion. Estos datos apuntan que



la alteracion del estado de metilacion del DNA en el promotor de BORIS es un

evento temprano en el desarrollo del cancer de mama.

Por otro lado, al analizar el estado de metilacion del promotor de CTCF no
observamos diferencias en su estado de metilacion en los tejidos analizados
(cAncer de mama, cancer de ovario y tejido normal). Esto indica que el fenbmeno
de desregulacion epigenética mediada por metilacion del DNA afecta

principalmente al oncogen BORIS y nho a CTCF.

Debido a esto nos pareciéo imperante buscar el posible papel de BORIS
como biomarcador en sangre periférica. El grupo de Klenova describi6é incremento
en la expresiéon de BORIS en leucocitos de sangre periférica de pacientes con
cancer de mama en 2006 (D’Arcy, 2006); sin embargo, en nuestro estudio estos
datos no fueron reproducibles. Esto parece indicar que el estudio de estos genes

so6lo puede realizarse en tejido tumoral.



Vi

CONCLUSIONES

Se observd la pérdida parcial de metilacion del promotor de BORIS en
tumores mamarios y ovario en comparacion con tejido no tumoral. Esto parece
indicar que hay una asociacion entre la pérdida de metilacion del promotor de
BORIS y las neoplasias. A su vez, esto parece estar asociado con incremento

en la expresion del promotor de este gen.

El promotor de CTCF se encontr6 no metilado tanto en neoplasias como en

tejido sano, sugiriendo que los cambios a nivel de metilacion afectan a BORIS.

No se observaron diferencias en el estado de metilacion de BORIS en
leucocitos de sangre periférica; por lo que la determinacion del estado de
metilacion de BORIS en leucocitos de sangre periférica de pacientes con

cancer de mama NO es Util como biomarcador.
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