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RESUMEN

El factor de union CCCTC, mejor conocido como CTCF, se ha reconocido como un factor que
promueve de manera negativa o positiva la transcripcion génica. A nivel global, esta proteina
puede mediar interacciones cromatinicas de largo alcance, permitiendo asi la regulacion de la
expresion génica de dominios completos. A nivel local, CTCF se asocia con una funcion de
barrera en contra de la propagacion de la metilacion del DNA y marcas represivas de
histonas, particularmente en promotores asociados con islas CpG tales como BRCAL, RbD,
pl6, p53, miR125b-1, entre otros. La disociacion de CTCF estd relacionada con el
silenciamiento génico por fendmenos epigenéticos. Por otra parte, CTCF posee un gen
paralogo denominado CTCF-Like (CTCF-L) el cual codifica a la proteina llamada Brother of
the Regulator of Imprinted Sites (BORIS). CTCF-L se expresa generalmente en testiculo y se
ha observado su expresion anormal en diferentes neoplasias como cancer de mama.

Uno de los intereses de este trabajo fue conocer si CTCF y BORIS se encontraban
desregulados en cancer de mama. Como primer abordaje experimental se determind la
expresion de CTCF y CTCF-L por PCR en dos lineas de células tumorales, MDA-MB-231 y
MCF-7, y se compar0 con la linea celular normal MCF-10A. Estos resultados sugieren que
BORIS se sobre-expresa en las lineas celulares tumorales. Con el fin de evaluar la
localizacion de BORIS y CTCF en las tres lineas se realizaron inmunofluorescencias. Estos
datos mostraron que en células normales, BORIS esta localizado principalmente en el
nucleolo, mientras que en la linea celular MCF-7 se observd Unicamente en nucleo. No se
observaron diferencias de localizacion de CTCF en las tres lineas. Para determinar si BORIS
podia unirse a algunos de los sitios de CTCF previamente reportados (como el promotor de
mMiR125b-1 y p53) se realiz6 una inmunoprecipitaciéon de la cromatina (ChlP). En la linea
cancerosa de mama MCF-7, los datos mostraron que BORIS se unio a la region de miR125b-
1 y se enriqueciéo una marca de silenciamiento, la H3K9me3. Para el promotor de p53 se
observo la unién de CTCF. Para comprobar si la desregulacion de CTCF y BORIS podia
presentarse en otro modelo celular, se realizaron inmunofluorescencias y ChIP en la linea de
cancer colorrectal HCT-116. En esta linea se observaron resultados similares a los obtenidos
con MCF-7 como la presencia de BORIS a nivel nuclear y su union al promotor del gen

miR125b-1. Con el objetivo de determinar la localizacion de ambas proteinas en cortes



histologicos de pacientes con cancer de mama se realizaron inmunohistoquimicas. En ellas se
observé que BORIS se hallaba principalmente enriquecido en el citoplasma en la mayoria en
las muestras de pacientes.

Como conclusién, CTCF y CTCF-L se sobre-expresan en lineas celulares de cancer de
mama. La presencia y la localizacion de CTCF no sufren cambios, sin embargo, BORIS
aparentemente se transloca de nucleolo a nucleo en la linea celular MCF-7. Asimismo, BORIS
se une a la region promotora del miR125b-1, gen normalmente regulado por CTCF. El
fendmeno de translocacion se observo en otro modelo celular, la linea de cancer colorrectal
HCT-116. En contraste, datos preliminares sugieren una pérdida del factor nuclear CTCF y

una mayor presencia de BORIS en muestras de pacientes con cancer de mama.



In conclusion, CTCF and CTCF-L were over-expressed in cell lines of breast cancer.
Presence and location of CTCF remain unchanged; however, apparently BORIS is
translocated from the nucleolus to the nucleus in the MCF-7 cell line. Likewise, BORIS binds to
the promoter region of miR125b-1, a gene normally regulated by CTCF. The translocation
phenomenon was observed in other cell model, the colorectal cancer cell line HCT-116. In
contrast, preliminary data suggest a loss of nuclear CTCF factor and a greater presence of

BORIS in samples from patients with breast cancer.



ABSTRACT

The binding-factor CCCTC, better known as CTCF, has been recognized as a factor that
promotes a negative or positive gene transcription. Globally, this protein can mediate long-
range chromatin interactions, allowing the regulation of gene expression of whole domains.
Locally, CTCF is associated with a function of barrier against the propagation of DNA
methylation and repressive histone marks, particularly in CpG islands associated with
promoters such as BRCA1, Rb, p16, p53, miR125b-1, between others. CTCF dissociation is
related to gene silencing by epigenetic phenomena. Moreover, a gene CTCF paralog, known
as CTCF-Like (CTCF-L), encodes a protein called Brother of the Regulator of Imprinted Sites
(BORIS). CTCF-L is usually expressed in testis and abnormal expression has been observed
in various malignancies such as breast cancer.

One of the interests of this study was to determine if CTCF and BORIS were
deregulated in breast cancer. As a first experimental approach CTCF and CTCF-L expression
was determined by RT-PCR in two tumor cells lines, MDA-MB-231 and MCF-7, and compared
with the normal cell line MCF-10A. These results suggest that BORIS is over-expressed in
tumor cell lines. To assess the localization of BORIS and CTCF in the three cell lines,
immunofluorescence staining was performed. These data showed that in normal cells, BORIS
is located principally in the nucleolus, while in cell line MCF-7 was observed only in the
nucleus. There was no difference in localization of CTCF in the three cell lines. To determine if
BORIS could bind to some CTCF sites previously reported (as miR125b-1 and p53 promoters),
a chromatin immunoprecipitation (ChIP) was performed. In breast cancer line MCF-7, the data
showed that BORIS binds to miR125b-1 region and H3K9me3, a mark of silencing, is
enriched. For the p53 promoter CTCF binding was observed. To check whether the
deregulation of CTCF and BORIS could occur in other cell model, immunofluorescence
staining and chromatin immunoprecipitation (ChIP) were performed in the colorectal cancer
cell line HCT-116. In this line, results were similar to those obtained with MCF-7 as the
presence of BORIS in a nuclear level and it's binding to the gene promoter miR125b-1. In
order to determine the localization of both proteins in histological sections of breast cancer
patients, immunohistochemistry assays were performed. BORIS localized mainly in the

cytoplasm of most samples.



INTRODUCCION

El cancer

Definicién de cancer

El cancer se define como un conjunto de enfermedades caracterizado por un
crecimiento celular anormal provocado por cambios mdultiples en la expresion génica. Esto
promueve el establecimiento de una poblacion celular con ciclos desregulados de proliferacion
y muerte donde, en algunos casos, puede obtener la capacidad de invadir otros tejidos al
diseminarse a través de los sistemas linfatico y sanguineo mediante un fenémeno conocido
como metastasis (DeVita, et al., 2000; Ruddon, 2007; Instituto Nacional del Cancer, 2012). Se
considera que los origenes del cancer son mdultiples y variados ya que incluyen factores
ambientales, agentes infecciosos, genéticos y epigenéticos (DeVita, et al., 2000; Balmain, et
al., 2003).

Descripcion del cancer

El cancer se desarrolla en seis fases principales: iniciacion, promocion, transformacion,
progresion, formacién del tumor y, en algunos casos, metastasis (Hanahan y Weinberg, 2011;
Figura 1A). En la iniciacion, se encuentran involucrados tanto factores ambientales, genéticos
y, mas recientemente, epigenéticos los cuales promueven que una o varias células adquieran
caracteristicas que fomenten su division celular descontrolada (Balmain, et al., 2003; Sherr,
2004).

A nivel molecular, el crecimiento de una poblacion de células cancerosas se favorece a
través de la inactivacion de genes supresores de tumores, los cuales regulan el ciclo celular, y
la sobreexpresion de oncogenes, que promueven la division celular (Sherr, 2004). El conjunto
de estos procesos fomenta la transformacion celular, la cual se propaga de manera heredable
y deriva en su promocion (Hanahan y Weinberg, 2000; Feinberg, et al., 2006; Hanahan y
Weinberg, 2011). La adquisicion paulatina de estas caracteristicas permite que las células

puedan dividirse de forma descontrolada fomentando el crecimiento de un tumor canceroso.



Muchas de estas células tumorales tiene la capacidad de adquirir ventajas adaptativas que les
permiten migrar hacia otros tejidos, fendmeno conocido como metéstasis (Hanahan y
Weinberg, 2000; Hanahan y Weinberg, 2011; Figura 1B).

A
e = d Transformacion
Iniciacion mmmp  Promocion ) _—
Progresio —
RIS o - Formacion
del tumor 7
Metastasis
B

Desequilibrio Evasion del sistema
energeético Atosunciencan inmunolégico
sefiales de crecimiento

Evasion de la muerte Impedimento del arresto
celular del ciclo celular

Activacion de
Fom_entf) deAIa mecanismos de invasion
angiogenesis y metastasis

Potencial de replicacion
Inestabilidad genémica y ilimitado Promocion de la
mutacion inflamacion

L———« Factores desencadenantes -—————I

Figura 1. Fases del desarrollo del cancer y las caracteristicas principales de una célula cancerosa. A.
Representacion esquematica de las fases de desarrollo del cancer. B. Caracteristicas adquiridas por las células
durante la fase de progresion del cancer (modificado de Hanahan, 2000; 2011).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, se ha demostrado que el nimero
total de casos de personas con cancer esta aumentando ya que mas de once millones de

personas en el mundo son diagnosticadas con cancer cada afio; de igual manera, se ha



convertido en una de las causas principales de mortalidad a nivel mundial ya que causa siete

millones de muertes anualmente (OMS, 2008).

Clasificacion del cancer

El cancer se clasifica en cinco grupos principales en funcién de su estirpe histolégica:

1. Sarcoma: Se presenta en células del tejido mesenquimatoso (principalmente hueso,
tendon, cartilago, musculo).
Mieloma: Se origina en las células plasmaticas de médula ésea.
Linfoma: Se forma en las células del sistema inmunolégico.
Leucemia: Se desarrolla en el sistema hematopoyético; generalmente comienza en la
meédula 6sea y se extiende por la sangre a otras partes del cuerpo, incluyendo los
ganglios linfaticos.

5. Carcinoma: Se establece en células epiteliales (principalmente piel, glandulas y
organos internos) (Bunz, 2008; National Cancer Institute, 2012) y representa del 80 al

90% de todos los canceres de mama.

Carcinomas

La clasificacion histopatologica de los carcinomas hace posible dividirlos en dos tipos
principales:

1. Ductal: Es el que se desarrolla en los conductos galactéforos y comprende
aproximadamente el 90% de los casos de cancer de mama.

2. Lobulillar: Es el que se presenta en los I6bulos de la mama normal y comprende el
10% de los casos restantes (DeVita, et al., 2000; Diaz Rubio y Garcia Conde, 2000;
Peacock, 2002; Figura 2).

A su vez, estas dos categorias se subdividen en no invasivos (in situ) o invasivos
(infiltrantes). Los carcinomas in situ se caracterizan por no invadir el parénquima o el estroma
de la mama y tienen un potencial bajo de generar metastasis. Por su parte, los carcinomas
infiltrantes penetran en el tejido circundante normal y presentan una mayor tendencia a

metastatizar. Otros tipos menos frecuentes de carcinomas invasivos comprenden los



mucinosos, papilares, medulares, tubulares adenocisticos, entre otros (Diaz Rubio y Garcia

Conde, 2000; Tabla 1).

Carcinoma no invasivo

Carcinoma invasivo

Carcinoma ductal in situ

Carcinoma ductal invasivo

Carcinoma lobulillar in situ

Carcinoma lobulillar invasivo

Carcinoma mucinoso

Carcinoma medular

Carcinoma tubular

Carcinoma adenoide cistico

Carcinoma secretor (juvenil)

Carcinoma apdécrino

Carcinoma metaplasico

Carcinoma inflamatorio

Otro (especificar)

Tabla 1. Clasificacion de los tipos de carcinomas que pueden presentarse en la mama (modificado de DeVita, et
al., 2000).

Céanceres ginecoloégicos

Las formas de cancer que afectan exclusivamente a las mujeres se conocen como
canceres ginecolégicos y pueden desarrollarse en el cuello del utero, el Gtero, los ovarios, los
oviductos, la vagina y la vulva (The Permanente Medical Group, 2006).

El tipo de cancer mas comun en las mujeres de todo el mundo es el cancer de mama.
Tendencias mundiales desde 1980 hasta 2010 han mostrado que tanto la incidencia como la
mortalidad de esta enfermedad han ido en aumento. En el caso de México, desde 2006 el
cancer de mama ha sido la causa principal de mortalidad por cancer en las mujeres adultas
(Chavarri-Guerra, et al., 2012).

La mama normal

Las glandulas mamarias, o0 mamas, constituyen una caracteristica distintiva de los
mamiferos (Bland y Copeland IIl, 2004) y presentan dos caracteristicas diferenciales muy
importantes: estan modificadas para producir leche y tienen la capacidad de respuesta
hormonal (AEP, 2008).




Las mamas son glandulas que han evolucionado como 6rganos productores de leche
con el fin de proporcionar nutricion a los descendientes. En la mujer, las mamas experimentan
un desarrollo posnatal importante que se correlaciona con la edad y es regulado por
hormonas que influyen en la funcion reproductora. Alrededor de los 20 afios de edad las
mamas alcanzan su desarrollo méximo y cerca de los 40 afios comienzan a presentar
cambios atréficos (Bland y Copeland Ill, 2004; Welsch y Sobotta, 2009).

Durante cada ciclo menstrual se producen cambios estructurales en la mama bajo la
influencia de las concentraciones de las hormonas ovéaricas mientras que en el embarazo y la
lactancia aparecen cambios notables en la actividad funcional de la glandula mamaria y la
cantidad de tejido glandular. Los cambios hormonales que se producen en la menopausia se
asocian con la regresion o involucion del componente glandular de la mama, que es
reemplazado por tejido adiposo y conectivo (Bland y Copeland IlI, 2004; Welsch y Sobotta,
2009).

Estructura anatomica

Las mamas de la mujer adulta se extienden hacia abajo desde el nivel de la segunda o
tercera costilla hasta el pliegue inframamario, el cual se encuentra sobre el nivel de la sexta o
la séptima costilla, y hacia la parte externa desde el borde lateral del esternon hasta la linea
axilar anterior o medioaxilar (Bland y Copeland Ill, 2004; Baggish y Karram, 2006; Welsch y
Sobotta, 2009). Estan compuestas de tejido glandular, tejido graso y tejido conectivo de
soporte. La piel del pezon y la areola esta pigmentada y sobresale; ésta Ultima contiene
glandulas sebaceas, sudoriparas y areolares accesorias (AEP, 2008).

El tejido glandular de la mama se encuentra dentro del estroma compuesto por tejido
adiposo, vasos sanguineos, terminaciones nerviosas, tejido muscular y tejido conectivo laxo,
ademas de glandulas sebaceas y foliculos pilosos que desembocan en la piel de la mama y
alrededor de la areola (Figura 2). Asimismo esta formado por un gran namero de alvéolos de
0.12 mm de didmetro en los que se elabora la leche (Figura 3A). Los ramilletes de entre 10 y
100 alvéolos se agrupan de forma arborescente en lobulillos los cuales desembocan en los
conductos. A su vez, el grupo conformado por 20 a 40 lobulillos se conoce como un Iébulo y

cada mama contiene, aproximadamente, entre 15 y 20 l6bulos. Asimismo, los conductos



alcanzan su mayor calibre (entre 2 a 4 mm) y son denominados conductos galactoforos. Estos
conductos se dilatan aun mas al atravesar el pezén formando los senos galactoforos (5 a 8
mm), que son de 8 a 10 reservorios situados detras del pezén que drenan la leche al exterior
(AEP, 2008; Figura 3B).

Musculo pectoral mayor

Grasa

Lébulos

Pezén

Conductos
galactéforos

Ampolla

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura anatémica de la mama normal (tomado de Baggish
y Karram, 2006).

Figura 3. Histologia de la mama normal. A. Corte transversal (100 aumentos) de una glandula mamaria normal
no lactante humana. Tincion con hematoxilina y eosina (H y E) que muestra los conductos terminales
intralobulillares (1), el tejido conjuntivo laxo del lobulillo con células abundantes (tejido conjuntivo intralobulillar)
(2) y el tejido conjuntivo interlobulillar (3). B. Tincién Hy E de un conducto galact6foro con epitelio biestratificado;
* luz (tomado de Welsch y Sobotta, 2009).
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Cancer de mama

Actualmente el cancer de mama es la primera causa de muerte entre las mujeres
mexicanas adultas entre 30 a 65 afios de edad (GLOBOCAN, 2008; Chavarri-Guerra, et al.,
2012). En México, es causante de un mayor nimero de muertes en comparacién con el
cancer cérvico-uterino (Knaul, et al., 2009). La mortalidad por cancer de mama ha aumentado
de 58 por cada 100,000 habitantes en 1998 a 67 por cada 100,000 en 2008 (Chavarri-Guerra,
et al., 2012).

Estadificacion

La estadificacion describe la gravedad del cancer que aqueja a una persona basandose
en la extension del tumor primario y si el cancer se ha diseminado en el cuerpo o no. Algunos
sistemas de estadificacion cubren muchos tipos de cancer; otros se enfocan en un tipo
particular. Los elementos comunes que se consideran en la mayoria de los sistemas de
estadificacion son:

1. El sitio del tumor primario.

2. El tamano del tumor y nimero de tumores.

3. La complicacion de ganglios linfaticos (diseminacion del cancer a los ganglios linfaticos)

4. El tipo de célula y grado del tumor (qué tanto se parecen las células cancerosas a las
células normales de tejido).

5. La presencia o ausencia de metastasis (Bland y Copeland Ill, 2004; Instituto Nacional

del Cancer, 2010).

Evaluacién patolégica: sistema de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) modificado

Asimismo, los patélogos asignan un grado histologico a la muestra de tejido tumoral de
un paciente con el objetivo de identificar el tipo de tumor y ayudar a determinar el prondstico.
Actualmente el sistema de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) modificado es el mas utilizado y se
basa en que el hecho de que las células y la estructura del tejido son examinadas

histopatolégicamente para determinar la agresividad del cancer (Imaginis, 2012).
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El método SBR modificado comprende los parametros siguientes:

1. Formacion de tubulos: Se refiere al porcentaje del tumor que cuenta con estructuras
tubulares. Cuando el tumor presenta tubulos entre un 75% o mas se le asigna un
punto, cuando los presenta entre un 10 a 75% se le asignan dos puntos y con menos
del 10% se le asignan tres puntos.

2. Grado nuclear: Se refiere al cambio en el tamafio y uniformidad celular. Cuando el
nucleo de las células neoplasicas es relativamente pequefio, uniforme en tamafio y el
patrén de cromatina tiene una escasa variacidbn con respecto a un nucleo normal
entonces se le asigna un punto. Cuando el nicleo es mayor que uno normal y cuenta
con un nucleolo aparente y una cromatina con variaciones importantes en tamafo y
patrén entonces se le asignan dos puntos. Cuando el ndcleo tiene una variacion
marcada en forma, tamafio y patréon de la cromatina con dos o mas nucleolos
aparentes entonces se le asignan tres puntos.

3. Numero de mitosis: Es la tasa de division celular. Solo se cuentan las metafases,
telofases y anafases, siempre tomando en cuenta las areas mas celulares y de mayor
actividad mitésica. Los puntos son asignados de acuerdo al area del campo de grana
aumento utilizado para cada microscopio y siempre contando el nimero de mitosis por
10 campos de gran aumento.

Un tumor con una suma final de 3, 4 6 5 es considerado como un tumor de grado 1
(bien diferenciado), una suma de 6 6 7 es considerado como un tumor de grado 2
(moderadamente diferenciado) y una suma de 8 6 9 es un tumor de grado 3 (pobremente
diferenciado) (Pérez Sanchez, et al., 2008; Imaginis, 2012). Los tumores de grado 1y 2 se
consideran como los de comportamiento menos agresivo y tienen mejor prondéstico. Por el
contrario, los tumores de grado 3 son los de comportamiento mas agresivo y tienen un peor

prondstico.

Factores de riesgo

La variable que aumenta la posibilidad de padecer una enfermedad se conoce como un
factor de riesgo. Los factores de riesgo principales para el desarrollo de cancer de mama son:

1. Sexo: El 99% de los canceres de mama se presenta en mujeres.
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Edad: La incidencia aumenta progresivamente con la edad.

3. Factores étnicos: Determinadas etnias tiene mayor riesgo de padecer este tipo de
cancer.

4. Antecedentes previos de cancer: Cuando una mujer ya ha tenido cancer en una
mama, el riesgo de desarrollarlo en la otra aumenta. También se le ha relacionado con
otros tipos de cancer como ovario, endometrio y colon.

5. Antecedentes familiares: Las mujeres con familiares que han presentado cancer de
mama tienen mayor riesgo de padecer la enfermedad en comparacién con el resto de
la poblacion. Se han identificado tres tipos dependiendo del caracter de incidencia:

a. Esporadico: Es aquél que no cuenta con antecedentes en dos 0 mas
generaciones. Es el mas frecuente ya que se presenta en el 75 a 85% de los casos
diagnosticados.

b. Familiar: Es aquél en donde varios miembros de la familia con parentesco de
primer o segundo grado (hermanas, madre, tias, abuela) sufren la enfermedad. Se
presenta del 5 al 10% de los casos y se cree que se debe a factores ambientales,
azarosos, sociales o factores genéticos aun no estudiados.

c. Hereditario: Es aquél donde los factores genéticos primarios son el punto mas
importante en la etiologia del tumor. También se presenta del 5 al 10 % de los
casos y, en general, es autosémico dominante (se requiere un solo alelo alterado) y
con penetrancia incompleta (el fenotipo tiene una causa multifactorial y su expresion
puede inhibirse por otros factores) (Sierra Garcia, et al., 2006; Narod y Rodriguez,
2011; Paradiso y Formenti, 2011; Shinagare, et al., 2011; Trainer, et al., 2011; van
der Groep, et al., 2011; Ziv, 2011; CNIO, 2012).

Defectos genéticos
El cancer resulta de la acumulacion paulatina de modificaciones en la informacion
genética dentro de una célula que provocan su proliferacion anormal y expansion clonal. Los

cambios que otorgan una ventaja selectiva son mantenidos y prevalecen en la poblacién

celular cancerosa. Este proceso de cambios en la informacidén genética se desarrolla con el
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paso de los afios y se ha relacionado con el proceso de tumorigénesis y la progresion tumoral
(Hanahan y Weinberg, 2000; Chung y Haber, 2010; Hanahan y Weinberg, 2011).

De manera general, existen dos categorias de genes que estan involucradas en la
formacion de cancer:

1. Genes supresores de tumores: Son los genes que tienen la funcion de inhibir la
proliferacion celular. Las mutaciones con “pérdida de funcion” en uno o mas de estos
genes contribuye al desarrollo de muchos tipos de cancer. Se reconocen cinco clases
amplias de proteinas codificadas por este tipo de genes:

i. Proteinas intracelulares que regulan o inhiben la progresién a través de un

estadio especifico del ciclo celular.

ii. Receptores o transductores de sefales para hormonas secretadas o sefiales de
desarrollo que inhiben la proliferacion celular.

iii.  Proteinas de control de puntos clave que detienen el ciclo celular si el DNA esta
dafiado o los cromosomas son anomalos.

iv.  Proteinas que estimulan la apoptosis.

v. Enzimas que participan en la reparacion del DNA.

2. Oncogenes: Son los genes que pueden poner en marcha una proliferacion
descontrolada cuando se modifica su secuencia o la regulacion de su expresion es
incorrecta. Las formas celulares de los oncogenes se denominan proto-oncogenes y
s6lo se transforman en oncogenes cuando su secuencia es alterada (Vogelstein y
Kinzler, 2002; Koolman y R6hm, 2004; Chung y Haber, 2010).

La inactivacion de genes supresores de tumores y la activacion de oncogenes afectan
funciones celulares importantes como el ciclo celular, la apoptosis y la reparacion del DNA
para que de esta manera la célula transformada adquiera un caracter maligno. Siguiendo esta
idea se ha establecido que el inicio del cancer de mama y su transicidbn hacia subtipos
distintos es provocado por la acumulacion de cambios en la funcion de genes como BRCAL,
BRCA2, TP53, entre otros (Veeck y Esteller, 2010).

Aun cuando los estudios a nivel genético han contribuido de manera relevante en el
entendimiento del desarrollo y progresion del cancer de mama, recientemente se ha
comenzado a reconocer la contribucidn de los procesos epigenéticos en esta area de estudio.

Los mecanismos genéticos y epigenéticos no estan separados en los eventos de desarrollo
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del cancer sino que estan conectados; como ejemplo, los mecanismos epigenéticos pueden
derivar en mutaciones genéticas mientras que las mutaciones genéticas de reguladores

epigenéticos conllevan a la alteracion del epigenoma (Soo You y Jones, 2012; Figura 4).
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La epigenética

Definicién de epigenética

Conrad Waddington introdujo el término de epigenética a inicios del afio 1940
(Waddington, 1942) y la definié como “la rama de la biologia que estudia las interacciones
causales entre los genes y sus productos los cuales determinan el fenotipo del ser”
(Waddington, 1968). En el sentido original de su definicion, la epigenética se referia a todas
las vias moleculares que modulan la expresién de un genotipo en un fenotipo particular. Con
el paso del tiempo y el desarrollo de la genética, el significado de la palabra se ha reducido
gradualmente (Dupont, et al., 2009) y actualmente es aceptada como el estudio de los
cambios en la funcion de los genes que son mitética y/o meidticamente heredables y que no
implican un cambio en la secuencia del DNA (Wu y Morris, 2001). Las modificaciones
epigenéticas descritas en la literatura generalmente comprenden las variantes de histonas, las
modificaciones post-traduccionales de los aminoacidos en el extremo amino terminal de las
histonas, las modificaciones covalentes en las bases del DNA y los RNAs no codificantes
(ncRNAS) (Dupont, et al., 2009; Kaikkonen, et al., 2011).

Genética
(genotipo)

Epigenética
(epigenotipo)

(" Efectos fisioldgicos ("
- Regulacién transcripcional Efectos patologicos
- Reparacion del DNA - Sindromes
- Memoria celular - Cancer
- Impronta génica
p g ) Yy

Figura 4. La genética y la epigenética solian verse como mecanismos que funcionaban de forma independiente.
No obstante, se ha observado que los cambios en la informacion genética del epigenoma contribuyen en el
desarrollo de cdncer mientras que los procesos epigenéticos pueden causar mutaciones y alterar la informacion y
funcién de la informacion genética.
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Defectos epigenéticos en cancer

Actualmente, se ha descubierto que las modificaciones de la cromatina también
participan en la regulacién de la expresion génica; entre ellas destacan las modificaciones
post-traduccionales de las histonas y la metilacion del DNA (Xiang-Quan, et al., 2012).

La metilacion del DNA es una modificacion bioquimica que afecta primordialmente a las
citocinas que forman un dinucleétido CpG (Jaenisch, 2003; Bird, 2002). En el genoma humano
existen secuencias de DNA no metilado conocidas como islas CpG las cuales se caracterizan
por tener una longitud de al menos 200 pares de bases (pb) con un contenido de C+G del
60% y una mayor frecuencia de CpGs (observado/esperado) de 0.6 (lllingworth, et al., 2009).
Asimismo, se ha demostrado que del 60 al 70% de los promotores estan presentes en estas
regiones (Weber, et al., 2007). Entre éstos se encuentran los promotores de genes que se
expresan constitutivamente y aproximadamente en el 40% de los genes que tienen una
expresion tejido-especifica (lllingworth, et al., 2009).

La metilacion del DNA se ha identificado como un marcador de riesgo, actividad y
prondstico en varias enfermedades como el cancer (Sidransky, 2002; Issa, 2003). Se ha
observado que las células cancerosas presentan una hipometilacion global del DNA y una
hipermetilacion local de islas CpG, resultando en el silenciamiento y activacién de cientos de
genes entre los cuales se encuentran oncogenes y genes supresores de tumores (Jones,
2002; Herman, 2003; Issa, 2004) tales como MGMT y miR125-b1.

El gen MGMT se localiza en el cromosoma 10926 y codifica una proteina encargada de
la reparacion de aductos en el DNA capaz de inactivarse a si misma. La region promotora de
este gen incluye una isla CpG y puede activarse mediante factores transcripcionales
diferentes. La pérdida de expresion de MGMT ha sido reportada en varios tipos de tumores,
incluyendo gliomas, linfomas, retinoblastoma, mama y préstata. Se ha propuesto que su
silenciamiento se debe a la metilacion de su promotor, un proceso que se ha observado in
vitro con tumores sin actividad de MGMT. Con la metilacion del promotor, los factores
transcripcionales no pueden reconocer su sitio de unién y, por lo tanto, iniciar la sintesis del
transcrito (Sharma, et al., 2009).

Se han reconocido varios mecanismos que regulan el establecimiento de la metilacién.

Uno de ellos establece que la unidon de proteinas especificas de union a DNA metilado atrae
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enzimas modificadoras de histonas que establecen un estado silenciado de la cromatina a
nivel local (Issa, 2004).

Por otra parte, el gen del mirl25b-1 se localiza en el cromosoma 11924.1 y sus
funciones principales son la regulacién de genes involucrados en la apoptosis, el ciclo celular
y la proliferacion (Le, et al., 2009; Bueno, et al., 2011). A diferencia de otros miRNAs, el
miR125b-1 muestra niveles altos de expresion en diferentes tipos de tejidos aunque
recientemente se ha demostrado que los niveles de expresion del miR125b-1 disminuyen o
aumentan en diferentes tipos de cancer (Shell, et al., 2007; Liang, et al., 2010; Guan, et al.,
2011; Hannafon, et al., 2011; Huang, et al., 2011; Liu, et al., 2011, Soto-Reyes; et al., 2012).
Se ha descrito que el miR125b-1 tiene como blancos a genes supresores de tumores y
oncogenes; en el caso particular del cancer de mama se ha asociado con una actividad de
gen supresor de tumores (Zhang, et al., 2011). No obstante, aun debe seguirse estudiando la
regulacion de este miRNA y sus posibles blancos.

El gen supresor de tumores TP53 codifica la proteina p53 y es considerado uno de los
genes mas importantes dentro del desarrollo de cancer. Dependiendo del contexto celular y
del tipo de estrés al que esté sometida la célula, p53 permite la apoptosis, la reparacion del
DNA, el arresto celular transitorio o permanente, entre otros. La activacion e inactivacion de
TP53 depende de un conjunto de modificaciones post-traduccionales e interacciones con otro
tipo de proteinas (Walerych, et al., 2012). Diferentes estudios han validado que la expresion
de TP53 esta regulada por la unién directa de varios factores de transcripcion, entre ellos se
encuentra la proteina CTCF. Recientemente se ha descubierto que CTCF se une al promotor
de este gen rio abajo de la isla CpG y, experimentalmente, se ha demostrado que la union de
CTCF a esta region influye en la transcripcion del gen. Varios grupos de investigacion han
propuesto que CTCF no es un factor de transcripcion clasico sino que también puede actuar

como una barrera en contra del silenciamiento (Saldafia-Meyer y Recillas-Targa, 2011).
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CTCF

El gen CTCF

El gen CTCF se localiza en el cromosoma 16g22.1 y contiene tres dominios, una region
amino, una carboxilo y un dominio de unién a DNA con 11 dedos de zinc (Nikolaev, et al.,
2009). CTCF esta evolutivamente conservado desde Drosophila hasta humanos y cerca del
85% de los residuos de aminoacidos son idénticos entre humano, conejo, pollo y rana. El
porcentaje de identidad se eleva hasta el 100% en la regién que contiene a los dedos de zinc
(Hore, 2008; Nikolaev, et al., 2009).

A pesar de que se conoce la funcién de regulacion génica que ejerce la proteina CTCF,
sorprendentemente se sabe muy poco sobre como se regula el gen de CTCF per se. Hasta
ahora solo se sabe que el promotor de CTCF contiene una isla CpG, no cuenta con una caja
TATA, tiene un sitio de unidn altamente conservado para el factor de transcripcion YY1 y sitios
potenciales de union para GATA-1 y p53 (Klenova, et al.,, 1998; Pugacheva, et al., 2006).
Dentro del promotor de CTCF en pollo se han encontrado varios elementos caracteristicos de
genes regulados por el ciclo celular (Klenova, et al., 1998). No obstante, la funcién de CTCF

no ha sido bien establecida.

La proteina CTCF

CTCF (también conocido como factor de union CCCTC) es una proteina localizada
principalmente en el nucleo celular, descubierta porque reconocia especificamente tres
repeticiones regularmente espaciadas de la secuencia CCCTC situadas aproximadamente a
200 pares de bases (bp) rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion del gen c-myc en pollo
(Lobanenkov, et al., 1990; Ohlsson, et al., 2001).

En primera instancia, CTCF fue descrito originalmente como un “factor multivalente” ya
gue era capaz de unirse a un rango amplio de secuencias diferentes y, al mismo tiempo,
reclutar proteinas reguladoras especificas a través del uso de combinatorias diferentes de sus
dedos de zinc. Esta caracteristica sugeria la versatilidad de CTCF en la regulacion del

genoma ya que se une a un promedio de 55,000 sitios génicos de 19 lineas celulares, las
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cuales incluyen siete lineas inmortalizadas y 12 normales (Wang, et al., 2012; Figura 5).
Posteriormente, otras lineas de investigacion dieron a conocer la importancia de esta proteina
en otro tipo de procesos celulares, como el caso de ratones con CTCF truncado que
mostraron una letalidad embrionaria temprana después de la implantacion (Splinter, et al.,
2006; Heath, et al., 2008). Por otra parte, se ha comprobado que los niveles de expresion del
gen y los patrones de distribucién nuclear de CTCF varian en células de tejido especifico,
indicando un papel importante en el mantenimiento de la diversidad fenotipica y los patrones
de expresién génica de los tejidos (Phillips y Corces, 2009).

Se considera que CTCF no es un factor de transcripcion clasico debido a que tiene mas
de una funcién en la regulacién génica; éstas incluyen la activacién/represion de promotores,
la formacion de interacciones cromatinicas de largo alcance, el bloqueo de enhancers y actuar
como insulator (Phillips y Corces, 2009; Figura 6). Un enhancer es una secuencia de DNA a la
cual se unen proteinas especificas para estimular la iniciacion de la transcripcion. Puede
localizarse a una distancia considerable del gen ya sea rio arriba o rio abajo de la misma (cis)
u otra (trans) cadena de DNA. (Passarge, 2007). Por su parte, un insulator se ha definido
como una secuencia a lo largo del DNA que recluta proteinas particulares con el propésito de
evitar que los enhancers activen o silencien genes. Esta definicion fue extendida para incluir a
elementos en la secuencia que impiden la segregacion inapropiada de la heterocromatina (por
lo que también son llamados “elementos de barrera”) (Tollesfbol, 2011).

El gen improntado mas estudiado es el factor de crecimiento insulinico tipo 2 (Igf2) cuya
expresion es alelo-especifica y solamente se da en el alelo derivado del padre (DeChiara, et
al., 1991; Ogawa, et al., 1993; Rainier, et al., 1993; Dindot, et al., 2004). Localizado rio abajo
de Igf2 esta el gen H19, el cual se expresa solamente en el cromosoma derivado de la madre
(Bartolomei, et al., 1991; Rachmilewitz, et al., 1992). La expresion improntada de Igf2/H19
depende de la region de control de impronta (ICR) y un insulator localizado entre estos dos
genes (Hore, 2008). El ICR es metilado durante la espermatogénesis, especificamente
marcando el cromosoma derivado del padre (Tremblay, et al., 1997). La proteina CTCF, que
tiene funcidn tipo insulator, se une al ICR pero sélo en el cromosoma derivado de la madre, el
cual no esta metilado (Hore, 2008). Cuando se une al ICR derivado de la madre, CTCF realiza
varias funciones que incluyen impedir la metilacion del ICR (Schoenherr, et al., 2003; Pant, et

al., 2003; Engel, et al., 2006), bloquear el acceso de Igf2 a un enhancer rio abajo (lo cual
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resulta en el silenciamiento de Igf2 en cis) (Hark, et al., 2000; Bell y Felsenfeld, 2000) y la

activacion simultdnea de la expresion de H19 (Engel, et al., 2006; Figura 7).

mExones
Regiones intergénicas
u/|ntrones

m Promotores

Figura 5. Gréfico circular que muestra los sitios de unidn de la proteina CTCF en la linea celular IMR-90
(fibroblastos primarios humanos). Casi la mitad (46%) de los sitios de unién a CTCF se encuentran en
regiones intergénicas lo cual concuerda con su papel como insulator. Sélo alrededor del 20% son sitios dentro de
las 2 Kilobases (Kb) de los sitios de inicio de la transcripcion. Inesperadamente, un ndmero significativo de sitios
de union a CTCF caen dentro de los genes, con 22% en los intrones y 12% en los exones (modificado de Hoon

Kim, et al., 2007).
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Figura 6. Dominios cromatinicos establecidos por CTCF. (I) El 12% de las asas de cromatina mediadas por
CTCF contienen genes transcripcionalmente activos y marcas activadoras (verde) en la parte interna del asa y
marcas represivas en la parte externa. (Il) El 11% de las asas contienen genes transcripcionalmente inactivos y
marcas represivas en la parte interna del asa y genes activos en la parte externa. (lll) El 19% de las asas
contienen marcas relacionadas con a elongacion de la cadena del DNA en un extremo externo del asa. (IV) El
31% de las asas contienen genes transcripcionalmente activos y marcas activadoras en un extremo externo del
asa y marcas represivas en el otro. (V) El 27% de las asas no poseen expresion génica o modificaciones de

histonas particulares (tomado de Espinoza, 2011).
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Figura 7. Funcionamiento del locus Igf2/H19. La regulacion de la expresion de esta pareja de genes ocurre
con la metilacién diferencial del ICR. CTC actiia como insulator al situarse entre ambos genes y es responsable
de limitar la actividad del enhancer localizado rio abajo. En el alelo materno, el ICR no esta metilado y CTCF se
acopla al mismo para que el enhancer actle sobre el gen mas proximo a él, en este caso H19. En el alelo
paterno, CTCF no se puede unir al ICR debido a que se encuentra metilado por lo que el enhancer es capaz de
actuar sobre Igf2 permitiendo su expresion (maodificado de Herold, et al., 2012).

CTCF en cancer

La localizacion de CTCF dentro de una region que sufre deleciones en cancer de mama
y prostata hizo surgir la hipotesis de que CTCF podria ser un candidato a gen supresor de
tumores (Filippova et al.,, 1998). La hipotesis fue respaldada por el hallazgo de un
reordenamiento de los exones de CTCF en tumores y por varias mutaciones relacionadas con
interferir con la unidn de la proteina en cancer (Filippova, et al., 1998 y 2002). No obstante, un
estudio de los niveles de RNA mensajero (MRNA) de CTCF en carcinomas mamarios no
revelé una pérdida significativa asociada al tumor o una disminucion en la expresion (Rakha,
et al., 2004). Asimismo, el nivel de CTCF se encontrd elevado en tumores y lineas celulares
de cancer de mama en comparacion con células normales sugiriendo que CTCF no es un gen
supresor de tumor, aunque se planteo la hipétesis de que la regulacion de CTCF podria estar
relacionada con resistencia a la apoptosis (Docquier, et al., 2005). Esto se justificé mediante la
demostracién de que la sobre-expresion de CTCF protege parcialmente a las células de la
apoptosis mientras que la falta de CTCF derivo en la muerte celular por apoptosis (Docquier,
et al., 2005).
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Los experimentos anteriores sugieren que CTCF se comporta mas como un regulador
de otros genes asociados con la tumorigénesis que como un gen supresor de tumores clasico
lo cual concuerda con la observacion de que los blancos génicos de CTCF incluyen diversos
genes con funciones reguladoras (Nikolaev, et al., 2009; Recillas-Targa, et al., 2006; 2011).

Como ya se habia mencionado, CTCF evita el silenciamiento de regiones promotoras y
otros elementos reguladores al evitar la propagacion de la metilacion en las islas CpG
(Schatten, 2008). Evidencia reciente sugiere que la metilacion aberrante del DNA podria
iniciarse lejos de las regiones promotoras en los llamados “centros de metilacion” que
frecuentemente corresponden a secuencias repetidas (Issa, 2004). Dado que CTCF esta
encargado de regular a un gran nimero de genes que, curiosamente, estan silenciados en
tumores, se ha propuesto que la desregulacion de CTCF podria llevar al silenciamiento
epigenético de genes supresores de tumores y contribuir a la tumorigénesis. CTCF no
actuaria solamente en contra de la metilacion del DNA sino también en otras modificaciones
epigenéticas relacionados con silenciamiento génico como la modificacion post-traduccional
de histonas (Schatten, 2008).

23



BORIS

El gen CTCF-L

CTCF-L (CTCF-Like) es un gen paralogo de CTCF (D’Arcy, 2008) ya que present6 una
duplicacion génica. EI dominio de dedos de zinc de CTCF-L tiene un porcentaje de identidad
de 80.4% comparado con el de CTCF mientras que los dominios amino (N-) y carboxilo (C-)
terminal tienen un porcentaje menor del 35% (Martin-Kleiner, 2011). En testiculo se ha
observado que CTCF y CTCF-L se expresan de una manera mutuamente exclusiva, lo cual
hace pensar que se correlaciona con el restablecimiento de marcas de metilacion durante la
diferenciaciéon de la linea germinal masculina (Klenova, et al., 2002; Loukinov, et al., 2002;
Martin-Kleiner, 2011).

Se localiza en el cromosoma 20ql13.2 y su transcripcion esta regulada por tres
promotores alternativos conocidos como A, B y C, los cuales tienen sitios de unidon para
diversos factores de transcripcion (Klenova, et al., 2002; Renaud, et al., 2007). Sin embargo,

la regulacion de dichos promotores adn no esta bien estudiada hasta la fecha.

La proteina BORIS

CTCF-L codifica a la proteina conocida como Brother of the Regulator of the Imprinted
Sites (BORIS). BORIS tiene 23 isoformas las cuales se constituyen por extremos N- y C-
alternativos combinados con un nimero variable de dedos de zinc en el dominio de union al
DNA y su abundancia varia entre células germinales y tumorales (Pugacheva, et al., 2010).

En un inicio se sugeria que BORIS se expresaba Unicamente en espermatocitos
primarios durante el desarrollo de la linea germinal masculina debido a que esta proteina es
reemplazada progresivamente por CTCF, lo cual se correlaciona con el establecimiento de los
patrones especificos de metilacion (Klenova, 2002; Loukinov, et al., 2002). No obstante, se ha
comparado la localizacion de CTCF y BORIS en el nucleo de otras lineas celulares y se
demostré que BORIS esta enriquecido en el nucleolo. Ademas, los niveles de transcripcion de

BORIS son bajos comparados con los de CTCF mientras que sus niveles de proteina son
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facilmente detectables demostrando que BORIS tiene mayor presencia de la que se pensaba
y podria tener una funcion nucleolar (Jones, et al., 2011).

Se ha descubierto que CTCF y BORIS desempeiian un papel funcional diferente en la
regulacién de los genes improntados Igf2/H19 (Nguyen, et al., 2008; Figura 7). En un inicio se
pensaba que CTCF organizaba estos eventos a través de la formacion de asas de cromatina
en el cromosoma materno (Kurukuti, et al., 2006) y el establecimiento de modificaciones
locales de la cromatina (Han, et al., 2008). Sin embargo, se descubrié que BORIS también es
esencial para el establecimiento de la metilacion diferenciada en el ICR (Loukinov, et al.,
2002; Jelinic, et al., 2006). BORIS se une al ICR de Igf2/H19 a través de su dominio comun de
dedos de zinc al momento que esta region es metilada por las metiltransferasas de novo
DNMT3a, DNMT3b y DNMT3L (Kaneda, et al., 2004; Bourc’his y Bestor, 2004; Kato, et al.,
2007; Hore, 2008). De esta manera, tanto BORIS como CTCF son capaces de unirse al ICR
de 1gf2/H19 aunque actuan de manera diferencial en este sitio mediado por metilacion del
DNA. Mientras BORIS establece las marcas diferenciadas de metilacion en el ICR durante la
gametogénesis, CTCF evita que se establezcan dichas marcas (Hore, 2008; Figura 8).

Alelo materno H19 A A

Inactivo Activo Enhancers

BORIS
Metilado

Activo Inactivo

Figura 8. CTCF y BORIS regulan el funcionamiento del locus Igf2/H19. BORIS y CTCF se unen al ICR a
través de su dominio comun de dedos de zinc aunque actlan de manera diferencial. Mientras BORIS se une al
ICR de Igf2/H19 al momento que esta region es metilada, CTCF evita que se establezcan dichas marcas. Estas
interacciones derivan en la expresion diferencial de 1gf2/H19.

También se ha descubierto que CTCF y BORIS se asocian de manera diferencial con
otro tipo de proteinas esenciales para cambiar la estructura del DNA, la modificacion de su

actividad especifica y la regulacién de la cromatina (Necochea-Champion, et al., 2011; Figura
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9). Otros estudios han demostrado que BORIS tiene un papel en la regulacién del ciclo celular
en células de alto recambio, como la epidermis (Rosa-Garrido, et al., 2012).

Debido a que BORIS esta implicado en el inicio de la serie de eventos de metilacion
diferencial se ha considerado que puede ser importante para el desarrollo de cancer (Jelinic,
et al., 2006; Jelinic y Shaw, 2007) pues ha sido detectado en varios tumores y lineas celulares
cancerosas (Klenova, et al., 2002; Loukinov, et al., 2002; Hoffmann, et al., 2006; Risinger, et
al., 2007;).

BORIS CTCF
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Figura 9. Proteinas que interactian con BORIS (amarillo) y CTCF (azul). Hasta ahora se sabe que sélo
CHDS8 es capaz de interactuar con ambas proteinas (van de Nobelen, et al., 2010). Las proteinas que se asocian
con BORIS fueron identificadas mediante sistema de doble hibrido en levadura utilizando el extremo N- terminal
como cebo (Nguyen, et al., 2008) Las proteinas que interactian con CTCF son importantes para el cambio de la
estructura del DNA y la regulacion de la cromatina (Ohlsson, et al., 2010; tomado de Necochea-Champion, et al.,
2011).

BORIS en cancer

Ha existido cierta controversia sobre el papel de BORIS en cancer. Se ha sugerido que
BORIS es capaz de desplazar a CTCF para ocupar sus sitios de union y permitir la
proliferacion de células cancerosas (Loukinov, et al, 2002). Algunos estudios apoyan esta
hipétesis debido a que se ha visto que BORIS se une a los promotores y fomenta la expresion
de ciertos genes que provocan cancer de testiculo (Vatolin, et al., 2005; Hong, et al., 2005).

Curiosamente, un estudio informd que el silenciamiento de la expresion de CTCF-L en una
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linea celular de cancer de mama tenia un efecto en la apoptosis de dichas células (Dougherty,
et al., 2008) mientras que otro public6 que BORIS no se encontraba en tumores y en la
mayoria de las lineas celulares de cancer de mama, sugiriendo que era poco probable que
jugara un papel importante en el desarrollo de cancer (Hines, et al., 2010). Por lo tanto, el
tema sigue en boga.

No obstante, la deteccion de BORIS en diferentes tipos de cancer comenz6 a
documentarse. La sobre-expresién de CTCF-L se correlaciond con la hipometilacion de su
promotor en pacientes con cancer de testiculo, préstata y tejidos epiteliales de ovario
(Hoffmann, et al., 2006, Woloszynska-Read, et al., 2007; Kosaka-Suzuki, et al., 2011)
mientras que su desmetilacién parcial se detecté en cancer de ovario, colon, pulmén y lineas
celulares de leucemia (Hong, et al., 2005; Renaud et al., 2007).

De manera particular, se han realizado mas estudios referentes a la expresion de
CTFC-L en cancer de mama. BORIS se ha detectado en tejido tumoral y leucocitos aislados
de la sangre periférica de pacientes con cancer de mama. En este estudio se observaron
mayores niveles de mRNA y la abundancia de la proteina se correlaciono con el tamaiio del
tumor (D’Arcy, et al., 2006; 2008). También se encontré que la proteina se presentaba en el
nucleo y citoplasma de ciertas lineas celulares de cancer de mama e, interesantemente,
activaba los promotores de los genes propios de los receptores de estrégeno y progesterona
(D’Arcy, et al., 2008).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama es una de las enfermedades que mas afecta a las mujeres a nivel
mundial ya que tiene el primer lugar en incidencia y el segundo en mortalidad (GLOBOCAN,
2008; Chévarri-Guerra, et al., 2012). El inicio y la progresion de esta enfermedad se han
asociado con factores ambientales y genéticos. Cabe destacar que la epigenética también se
ha establecido como un elemento que desempefia un papel importante en el desarrollo del
cancer gracias a los estudios que demuestran los cambios en los patrones de expresion
génica sin que se presenten alteraciones en la secuencia del DNA.

CTCF es una proteina capaz de unirse a un promedio de 55,000 sitios dentro de la
secuencia de DNA vy reclutar proteinas reguladoras especificas a través de un dominio de
union al DNA compuesto por 11 dedos de zinc. Una de sus funciones es controlar la
activacion/represion de promotores, razon por la cual se ha propuesto que su desregulacion
podria llevar al silenciamiento epigenético de genes supresores de tumores y contribuir al
desarrollo del cancer. Butcher y Rodenhiser determinaron la metilacion y la pérdida de
expresion de BRCAL, el aumento de expresion de DNMT3b y la localizacion citoplasmica de
CTCF en tumores mamarios. Sugirieron que la desregulacion de CTCF y DNMT3b podria
haber provocado la metilacion de BRCA1 y dar a las células un papel tumorigénico (Butcher y
Rodenhiser, 2007).

De manera interesante, el gen paralogo de CTCF codifica una proteina conocida como
BORIS y una de sus funciones es el establecimiento de marcas diferenciadas de metilacion.
CTCF y BORIS pueden unirse a la misma secuencia de DNA gracias a que comparten el
dominio de 11 dedos de zinc. Por lo tanto, se ha propuesto que BORIS podria ser capaz de
ocupar sitios de unién propios de CTCF y establecer patrones aberrantes de metilacion que
deriven en un silenciamiento epigenético de genes reguladores de la proliferacion y muerte

celular.
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HIPOTESIS

La expresion de los genes CTCF y CTCF-L asi como la presencia y la localizacién de
las proteinas CTCF y BORIS se encontrard desregulada en lineas celulares de céancer de

mama en comparacion con una linea celular normal.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la expresion y la presencia de los genes que codifican a las proteinas
CTCF y BORIS en un modelo de cancer de mama.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar los niveles de expresion de los genes CTCF y CTCF-L en lineas celulares
normales y cancerosas de mama.

2. Estudiar la presencia y la localizacion de las proteinas CTCF y BORIS en lineas
celulares normales y cancerosas de mama.

3. Determinar la union de CTCF y BORIS en los promotores de los genes mirl125b-1y p53
en lineas celulares cancerosas de mama.

4. Caracterizar la presencia y la localizacion de CTCF y BORIS en muestras de pacientes

con cancer de mama.
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RESULTADOS

Evaluacion de los niveles de expresion de los genes CTCF y CTCF-L en lineas celulares

normales y cancerosas de mama

Se realiz6 un PCR punto final en dos lineas celulares cancerosas (MDA-MB-231 y
MCF-7) y se comparé con una linea celular normal (MCF-10A). En primera instancia, se
analizaron los niveles de expresion de CTCF en las tres lineas celulares utilizando actina
como gen de expresidon constitutiva y agua estéril como control negativo. Los resultados
mostraron que CTCF aumenté su expresion en las lineas celulares cancerosas en
comparacion con la linea normal (Figura 10A).

Asimismo se evaluaron los niveles de expresion de CTCF-L en las mismas lineas con
los mismos controles. Los resultados revelaron que CTCF-L también aumentd su expresion en
las lineas celulares cancerosas. En la linea normal no se observo la expresion de este gen
(Figura 10B).

Estudio de la presencia y la localizacién de las proteinas CTCF y BORIS en lineas

celulares normales y cancerosas de mama

Se realizaron inmunofluorescencias para CTCF y BORIS en las tres lineas celulares.
Los resultados que CTCF se localiza en puntos especificos del nucleo de las lineas MCF-7 y
MCF-10A. En MDA-MB-231, la proteina parece encontrarse difusa dentro del nacleo ya que
no se aprecio una localizacion focalizada (Figura 11).

BORIS se presento principalmente en nucleolo sin predominar en nucleo en las lineas
MDA-MB-231 y MCF-10A. De manera interesante, en MCF-7 se observo la ausencia de
BORIS en el nucleolo localizandose Uunicamente en el nucleo (Figura 12A).

Debido a que los anticuerpos para CTCF y BORIS estaban hechos en conejo no fue
posible realizar una inmunofluorescencia doble. Por lo tanto, para comprobar que BORIS se
encontraba en el nucleo y determinar si co-localizaba con CTCF de las células MCF-7 se

realiz6 una transfeccion de CTCF-GFP y una inmunofluorescencia para BORIS. Los
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resultados de este experimento demostraron que BORIS co-localizaba de manera parcial con
CTCF a nivel nuclear (Figura 12B).

Determinacion de la unién de CTCF y BORIS en los promotores de los genes miR125b-1

y p53 en una linea de cancer mamario

Con el objetivo de comprobar si BORIS pudiera estar ocupando sitios propios de CTCF
en el DNA en la linea MCF-7 se realiz6 una inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP). Este
estudio se enfocd en los promotores de los genes miR125b-1 y p53, los cuales son conocidos
por ser genes regulados por CTCF. De manera interesante, los resultados mostraron que
BORIS se uni6 a la regidén promotora de miR125b-1 y la presencia de la trimetilacién de la
lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3), una marca de silenciamiento que se observa en regiones
con DNA metilado. Mientras que CTCF continué unido a la region de p53 sin observar
enriquecimiento de BORIS y H3K9me3 (Figura 13).

Desregulaciéon de CTCF y BORIS en una linea celular de cancer colorrectal

Para comprobar si la desregulacion de CTCF y BORIS pudiera presentarse en otro
modelo celular canceroso, se utilizo la linea celular de cancer colorrectal HCT-116. Para ello,
se realizaron inmunofluorescencias para determinar la presencia y la localizacion de las
proteinas CTCF y BORIS en esta linea celular. Se demostr6 que ambas proteinas se
localizaron principalmente en nucleo (Figura 14), fendmeno observado en la linea de cancer
mamario MCF-7 (Figuras 12A 'y 12B).

Con el objetivo de comprobar la union in vivo de CTCF y BORIS en los promotores de
los genes miR125b-1 y p53 se realiz6 una inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP). Los
resultados mostraron que BORIS se encontrd unido a la regién de miR125b-1 mientras que
CTCF permanecié unido a la region de p53 (Figura 15A). Estos resultados fueron
corroborados por PCR en tiempo real. Datos previos han demostrado que CTCF se une al
promotor del miR125b-1, el cual no se encuentra metilado, en células no tumorales. En la

region promotora de miR125b-1 se presentd el enriquecimiento de BORIS mientras que la
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region de p53 presentd la union a CTCF (Figura 15B). Cabe destacar que este fendmeno
también fue observado en la linea MCF-7 (Figura 14).

Caracterizacion de la presencia y la localizacién de CTCF y BORIS en muestras de

pacientes con cancer de mama

Se realizaron inmunohistoquimicas de cortes histolégicos de pacientes con cancer de
mama. En las inmunohistoquimicas de tejido mamario normal se observé que CTCF
predominé en nucleo. BORIS present6 la misma localizacion pero su presencia fue menor en
comparacién con CTCF. En las muestras de tejido canceroso se observé que la presencia de
CTCF se encuentra disminuida en los pacientes con un grado histolégico de cancer mas
agresivo (SBR9) en comparacion con los pacientes con un grado menos agresivo (SBR7 y
SBR8). En el caso de BORIS se advirtio la pérdida de su localizacion nuclear para
enriquecerse en el citoplasma (Figura 16).
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Figura 10. Evaluacién de los niveles de expresion de los genes CTCF y CTCF-L en lineas celulares
normales y cancerosas de mama por medio de RT-PCR. A. Determinacién del nivel de expresion de CTCF.
Se observé un aumento de expresion en las lineas celulares cancerosas en comparacion con la linea normal. B.
Evaluacién del nivel de expresion del gen CTCF-L. También se registr6 un aumento de expresion en las lineas
celulares cancerosas. En MCF-10A no se registré la expresion de este gen.
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Figura 11. Estudio de la presenciay lalocalizacion de la proteina CTCF en el nicleo de células mamarias
normales y cancerosas por medio de inmunofluorescencias. Imagenes por microscopio confocal en las
cuales la proteina CTCF se localizé en puntos especificos del nucleo de las lineas MCF-7 y MCF-10A. En MDA-
MB-23, al parecer, la proteina se encuentra difusa dentro del nlcleo ya que no se aprecio una localizacion
focalizada (1,000 aumentos).
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Figura 12. Estudio de la presenciay lalocalizacién de la proteina BORIS en el nlcleo de lineas celulares
normales y cancerosas de mama por medio de inmunofluorescencias. A. BORIS se presento principalmente
en nucleolo sin predominar en nucleo en las lineas MDA-MB-231 y MCF-10A. En MCF-7 BORIS se presento
Unicamente en el nicleo (1,000 aumentos). B. Transfeccion de CTCF-GFP con una inmunofluorescencia para
BORIS. Se comprob6 que BORIS compartié una localizacién nuclear con CTCF (400 aumentos).
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mir125b-1

Figura 13. Unién in vivo de CTCF y BORIS en los promotores de los genes miR125b-1y p53 en lalinea de
cancer de mama MCF-7. Inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlIP) donde se determiné que BORIS se une a
la regién de miR125b-1. La modificacion post-traduccional asociada con silenciamiento (H3K9me3) se encontré
enriquecida en la misma regiéon. CTCF se observé unido a la regién de p53 sin que se presentara la marca
H3K9me3.
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Figura 14. Estudio de la presenciay lalocalizacién de las proteinas CTCF y BORIS en el nacleo de lalinea
de cancer colorrectal HCT-116 por medio de inmunofluorescencias. Tanto CTCF como BORIS se
localizaron principalmente en nucleo, fendmeno que también se observo en la linea de cancer mamario MCF-7
(Figuras 12A y B).
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Figura 15. Union de CTCF y BORIS en los promotores de los genes miR125b-1y p53 en lalinea de cancer
colorrectal HCT-116. A. Inmunoprecipitacién de la cromatina (ChIP) donde se comprobd que BORIS se
encontrd unido a la region de miR125b-1. CTCF se enriquecio en la regién de p53. B. PCR en tiempo real (g-
PCR) de la region promotora de miR125b-1 la cual se encontrd enriquecida en la cromatina unida a BORIS. La
region de p53 predominé en la cromatina ligada a CTCF. Este fendmeno también se observé en la linea MCF-7
(Figura Ay B).
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Figura 16. Inmunohistoquimicas de CTCF y BORIS en tejido mamario normal y tumoral. Presencia y
ausencia de ambas proteinas en tejido de mama normal y pacientes con cancer y diferentes grados histologicos
segun la escala Scarff-Bloom-Richardson modificado (SBR). Se sefiala el nucleo (flechas blancas) y el
citoplasma (flechas rojas), respectivamente.
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DISCUSION

Los factores de transcripcion regulan la expresion génica a través de su capacidad de
unién al DNA. No obstante, el factor de unién CCCTC, mejor conocido como CTCF, es capaz
de realizar otro tipo de funciones (Recillas-Targa, et al., 2006). Esta proteina es un factor
nuclear de 11 dedos de zinc muy conservado en diferentes organismos, desde Drosophila
melanogaster hasta humano (Moon, et al., 2005; Heger, et al., 2012). Se han reportado
55,000 sitios de union de los cuales 46% se encuentran en secuencias intergénicas, 22% en
intronicas, 20% en regiones promotoras y 12% en exonicas (Wang, et al., 2012). Estos datos
sugieren que CTCF esta implicado en mdultiples procesos celulares como la regulacion de la
actividad de promotores, el establecimiento de dominios génicos al interior del nucleo v,
recientemente, en procesos tales como el splicing alternativo (Hoon Kim, et al., 2007; Phillips
y Corces, 2009; Kornblihtt, 2012; Wang, et al., 2012). Asimismo, se ha visto que CTCF esta
implicado en la organizacion de territorios cromosomicos por medio de la formacion de asas
de cromatina (Handoko, et al., 2011).

A nivel local, CTCF se asocia con promotores de genes supresores de tumores como
BRCAL, pl16, p53, Rb y con promotores de microRNAs como el miR125b-1. En estas
regiones, CTCF tiene una funcion de barrera en contra de la propagacion de la metilacion del
DNA y marcas represivas de histonas (Butcher, et al., 2007; Witcher y Emerson, 2009; Soto-
Reyes, et al., 2010 y 2012). A nivel global, esta proteina puede mediar interacciones
cromatinicas de largo alcance, permitiendo la regulacion de la expresion génica de dominios
completos. La disociacion anormal de CTCF esta relacionada con el silenciamiento génico por
fendmenos epigenéticos, como la hipermetilacion local del DNA en promotores génicos y la
ganancia de modificaciones post-traduccionales de las histonas asociadas con represion
transcripcional (de la Rosa-Velazquez, et al., 2007; Soto-Reyes, et al., 2010 y 2012; Wang, et
al., 2012). Por lo tanto, CTCF es considerado como un factor importante en la regulacion
génica y el establecimiento de dominios al interior del nucleo.

El gen CTCF cuenta con un paralogo conocido como CTCF-L, el cual codifica una
proteina llamada BORIS la cual posee el mismo dominio de 11 dedos de zinc pero difiriere en
los extremos amino y carboxilo terminal. Esta diferencia seria la responsable de determinar

sus funciones celulares distintas. De manera interesante, CTCF y CTCF-L presentan patrones
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de expresion mutuamente excluyentes en células normales. Por un lado, CTCF-L se expresa
en las células germinales masculinas, mientras que CTCF tiene una expresion ubicua en
células somaticas. Ademdas de participar en la regulacion de la cromatina, datos recientes
sugieren que CTCF y BORIS desempefian otro tipo de funciones como la expresion
diferencial de los genes improntados, la regulaciéon del centrosoma y la transcripcion nucleolar
(Nguyen, et al., 2008; Herold, et al., 2012; Rosa-Garrido, et al., 2012).

Debido a que CTCF y BORIS presentan el mismo dominio de dedos de zinc, surge la
interrogante de si estas proteinas podrian estar compitiendo por los mismos sitios de union al
DNA (Klenova, et al., 2002; Recillas-Targa, et al., 2006; Martin-Kleiner, 2011). En cancer, se
sabe que CTCF-L se expresa de manera aberrante en diferentes tipos de neoplasias como
colon, mama y pulmoén (Vatolin, et al., 2005; D’Arcy, et al., 2006 y 2008; Martin-Kleiner, 2011).

Por lo tanto, con el fin de contribuir en esta area de investigacion, se caracterizé la
expresion y la presencia de CTCF y BORIS en un modelo de cancer de mama. Como primer
abordaje se evaluaron los niveles de expresion de los genes CTCF y CTCF-L en lineas
celulares de cancer de mama, donde se observo un aumento de expresion de ambos genes
en las lineas celulares cancerosas MDA-MB-231 y MCF-7 en comparacion con la linea normal
MCF-10A (Figura 10). Estos resultados son congruentes con los reportados por Docquier y
colaboradores, quienes observaron que CTCF tiene un mayor nivel de expresion en la linea
celular MCF-7 en comparacion con MDA-MB-231 (Docquier, et al., 2005). Respecto al gen
CTCF-L existe discrepancia acerca de su expresion en neoplasias. El grupo de Hines reporto
gue CTCF-L no se expresa en lineas celulares y tumores de mama mientras que el grupo de
D’Arcy reportd que este gen esta sobre-expresado en este tipo de cancer, resultados que
concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo (D’Arcy, et al., 2008; Hines, et al., 2010).

Posteriormente, se caracterizo la presencia y la localizacion de las proteinas CTCF y
BORIS por medio de inmunofluorescencias. Por un lado, CTCF se localizé principalmente en
el nucleo de todas las lineas celulares estudiadas (Figura 11), sugiriendo que no hay cambios
entre células tumorales y normales. Hay datos importantes en la literatura que han
demostrado que CTCF presenta modificaciones post-traduccionales que son importantes para
gue pueda llevar a cabo su funcion celular normal, entre las cuales destaca la poli-ADP-
ribosilacion. CTCF se presenta en dos formas, una de 180-kiloDaltones (kDa) (CTCF-180) y
otra de 130-kDa (CTCF-130) (Docquier, et al., 2009). La poli-ADP-ribosilacion de CTCF-130
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da origen a CTCF-180, la cual contiene la funcién tipo insulator que protege regiones en
contra del silenciamiento anormal mediado por componentes represores epigenéticos
(Docquier, et al.,, 2009; Furlan-Magaril, et al., 2011). Se ha demostrado que multiples
neoplasias y lineas celulares, como MCF-7, carecen de la forma de CTCF-180 debido a que la
actividad de la poli-ADP-ribosilacion disminuye. De esta manera, se propone que la forma
CTCF-130 se acumula paulatinamente dentro de la célula sin poder ejercer su papel de
insulator y contribuyendo a la desregulacion génica (Docquier, et al., 2009).

Al analizar la localizacién de BORIS en las lineas celulares se detectd principalmente
en nucleolo en las lineas MDA-MB-231 y MCF-10A (Figura 12A), no asi en MCF-7 donde se
observé un cambio importante, ya que BORIS perdi6 su localizacién nucleolar para
presentarse Unicamente en nucleo (Figura 12B). Estos datos hacen pensar que la presencia
de BORIS en el nucleo celular podria derivar en una competencia por sitios de union
normalmente ocupados por CTCF (Recillas-Targa, et al., 2006; Martin-Kleiner, 2011,
Necochea-Champion, et al., 2011, Link, et al., 2013).

Por este motivo, se realizO una inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) para
caracterizar la presencia de BORIS en sitios normalmente ocupados por CTCF. Este
experimento se enfocd en los promotores de los genes miR125b-1 y p53, de los cuales se
conoce que CTCF se une a su promotor (Soto-Reyes y Recillas-Targa, et al., 2010; Soto-
Reyes, et al., 2012). En nuestros datos se observé que CTCF se encuentra unido a la region
promotora de p53 mientras que en el promotor del miR125b-1 CTCF se disocia permitiendo la
unién de BORIS. Cabe destacar que en esta misma region se observo la aparicion de la
marca de silenciamiento génico H3K9me3 (Figura 13).

Datos en la literatura establecen que el 70% de los genes presentan una isla CpG en
su regidn promotora. Se ha observado que las islas CpG de los promotores estan no
metiladas cuando el gen esta transcripcionalmente activo y pueden ser catalogadas como
altas, intermedias o bajas (Issa, 2004; Weber, et al., 2007). Las islas CpG altas se han
relacionado con promotores de genes constitutivos, los cuales se encuentran no metilados en
condiciones normales. Las islas CpG bajas se asocian con promotores de genes tejido-
especifico las cuales, aparentemente, pueden encontrarse metiladas sin que se afecte su
regulacion (Soto-Reyes y Recillas-Targa, 2010). No obstante, esta clasificacion depende de la

naturaleza de la isla CpG ya que diferentes combinaciones de mecanismos epigenéticos

41



también pueden participar en el proceso de silenciamiento (Weber, et al., 2007; Kondo, et al.,
2008; Meissner, et al.,, 2008). Por ejemplo, los promotores con una isla CpG alta
frecuentemente son silenciados por metilacion del DNA y la incorporacién de modificaciones
de histonas asociadas con represién (McGarvey, et al., 2006; Kondo, et al., 2008). En
contraste, las islas CpG intermedias y bajas son silenciadas por modificaciones de histonas
asociadas con silenciamiento y no por metilacion del DNA (Kondo, et al., 2008). De esta
manera, las modificaciones de las histonas y la metilacion del DNA pueden ejercer un efecto
independiente y sus promotores blanco pueden definirse por la cantidad de dinucleétidos CpG
(Weber, et al., 2007; Kondo, et al., 2008; Meissner, et al., 2008; Soto-Reyes y Recillas-Targa,
2010).

Se ha considerado que el promotor del gen p53 corresponde a una isla CpG intermedia
cuyo silenciamiento epigenético no depende de la metilaciéon del DNA (Pogribny, et al., 2000;
Kang, et al., 2001; Amatya, et al., 2005; Soto-Reyes y Recillas-Targa, 2010). Debido a que el
factor CTCF regula esta region promotora, se propuso un modelo en el cual esta proteina
logra impedir el silenciamiento epigenético de este promotor también evitando la incorporacion
de modificaciones de histonas asociadas con represion génica y no solo contrarrestando la
metilacion del DNA (como en el caso de Rb y otros promotores de genes supresores de
tumores). El silenciamiento de este promotor sélo fue observado en gliomas y se relacioné
con la disociacion de CTCF de la region promotora y el enriquecimiento de modificaciones de
histonas asociadas con represion (Soto-Reyes y Recillas-Targa, 2010).

Por otra parte, la isla CpG del promotor de miR125b-1 es catalogada como una isla
CpG alta ya que estudios recientes han demostrado que se encuentra metilada en células
cancerosas de mama. Debido a que CTCF también se encuentra involucrado en la regulacion
de este promotor, se propuso un modelo donde CTCF evitaria el reclutamiento de
componentes de silenciamiento epigenético, tales como la metilacion y marcas de histonas
asociadas con represion en tejido mamario normal. En cancer de mama, la pérdida de CTCF
se asociaria con la metilacién de la isla CpG y la ganancia de modificaciones de histonas
represivas (Soto Reyes, et al., 2012).

Los datos anteriores apoyarian la hipotesis de competencia por sitios de unién entre
CTCF y BORIS. Debido a que BORIS se asocia con el establecimiento de patrones

aberrantes de metilacion, su uniébn a alguna de estas regiones podria favorecer el
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silenciamiento génico. La metilacion de estas regiones también desencadenaria la union de
proteinas especificas de DNA metilado a las islas CpG, al atraer enzimas modificadoras de
histonas asociadas con el silenciamiento de la cromatina (Issa, 2004). Se podria pensar que,
la incorporacion de una marca de histona en la linea celular MCF-7, como la H3K9me3, podria
ser un factor que también favoreciera el silenciamiento de la region promotora del miR125b-1.

Con el fin de evaluar si el mecanismo de silenciamiento mediado por BORIS se podria
presentar en otro modelo celular, se caracterizé la localizacion y la presencia de CTCF y
BORIS en la linea de cancer colorrectal HCT-116. En las inmunofluorescencias se observo
que CTCF y BORIS tenian una localizacion nuclear (Figura 14), fendmeno similar al
observado en MCF-7 (Figuras 11 y 12). Por medio del ChIP se observé que CTCF
permanecio unido a la regién de p53 mientras que BORIS se unié a la region de miR125b-1
(Figura 15B) igual que en MCF-7. Con estos experimentos se demostro que BORIS estaba
ocupando un sitio propio de CTCF en el promotor de miR125b-1 en otro tipo de células
cancerosas. Una explicacion para este fendmeno seria la pérdida de CTCF en la region
promotora del miR125b-1 a la cual BORIS podria unirse y promover el establecimiento de un
patron de metilacion aberrante. Particularmente, este miRNA se ha asociado con actividad de
gen supresor de tumores y, en estudios recientes, el decremento en su expresion se ha
relacionado con una menor sobrevida en pacientes con cancer de mama (Zhang, et al., 2011).
Algunos blancos reportados en este tejido, son ERBB2 (Scott, et al., 2007), el cual codifica
para Her2/neu, una proteina membranal usada como marcador de cancer en el area clinica; y
EST1 (Zhang, et al., 2011), un factor transcripcional cuya sobre-expresion se ha asociado con
el incremento en la invasividad del cancer. Por esta razén, es importante conocer como se
lleva a cabo la regulacion de este miRNA y si BORIS patrticipa en su represion transcripcional.

Se ha sugerido que BORIS debe presentarse en niveles comparables con CTCF para
ser capaz de competir por los mismos sitios de unién (Hines, et al., 2012). Sin embargo, si
CTCF se disociara de todos sus sitios entonces se presentaria un caso de letalidad celular.
Por lo tanto, solamente se necesitaria que BORIS ocupara unos cuantos sitios de CTCF para
provocar una desregulacién génica (Necochea-Champion, et al., 2011). Un ejemplo para este
fendmeno serian las inmunoprecipitaciones de la cromatina de MCF-7 y HCT-116, en las
cuales CTCF continué unido a la regién promotora de p53 mientras que BORIS se uni6 a la
del miR125b-1 (Figuras 13y 15).
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Por dltimo, se hizo un andlisis de la presencia y la localizaciéon de CTCF y BORIS en
cortes histologicos de pacientes con cancer de mama por medio de inmunohistoquimicas
(Figura 16). Butcher y Rodenhiser ya habian determinado la localizacion citoplasmica de
CTCF en tumores mamarios, datos que fueron congruentes con los obtenidos en el presente
trabajo (Butcher y Rodenhiser, 2007). De manera interesante, se observo que la presencia de
CTCF disminuye en los pacientes con un grado histolégico mas agresivo. Hasta la fecha no
existen estudios sobre la localizacion y la presencia de BORIS en este tipo de neoplasia por lo
cual se realizaron inmunohistoquimicas en muestras de los mismos pacientes para
compararlos con CTCF. Datos preliminares sugieren que BORIS perdié su localizacién
nuclear para enriquecerse en el citoplasma de las células de tumores mamarios mas

agresivos.

CONCLUSION

En este trabajo, datos preliminares sugieren que los genes CTCF y CTCF-L se sobre-
expresaron en lineas celulares de cancer de mama. La presencia y la localizacion de CTCF
no sufrieron cambios, sin embargo, BORIS aparentemente se transloco de nucleolo a nucleo
en las lineas celulares MCF-7 y HCT-116. De manera interesante, en estas mismas lineas
BORIS se unio a la region promotora del miR125b-1, donde normalmente se encuentra unido
CTCF. Datos preliminares en muestras de pacientes con cancer de mama sugieren que
BORIS aumentd su presencia en citoplasma mientras que CTCF, aparentemente, se perdio

en los pacientes con un grado histolégico mas agresivo.
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PERSPECTIVAS

Debido a que en las inmunofluorescencias de las lineas celulares no se encontraron
diferencias en la presencia y la localizacion de CTCF, seria interesante diferenciar la
presencia de las formas CTCF-130 y CTCF-180 y poder relacionarlas con el proceso de
desregulacion génica.

Datos en la literatura establecen que CTCF y BORIS son capaces de interactuar con
otro tipo de proteinas, las cuales podrian determinar su funcién y localizacién celular (Nguyen,
et al., 2008; Zlatanova y Caiafa, 2009; Ohlsson, et al., 2010, van de Nobelen, et al., 2010;
Necochea-Champion, et al., 2011). Por lo tanto, seria interesante observar qué tipo de efecto
pueden ejercer sobre la secuencia del DNA en funcién de la interaccién proteica que
establezcan.

Por otra parte, se debe continuar estudiando la posible competencia entre CTCF y
BORIS por sitios de unién al DNA. En este estudio se observé que mientras CTCF se encarga
de impedir la metilacion de genes supresores de tumores, BORIS podria estar ejerciendo un
papel importante en su silenciamiento epigenético. Aln cuando se sabe que BORIS establece
patrones de metilacion sobre el ICR del locus de Igf2/H19, falta por averiguar si esta proteina
es capaz de reclutar a las metiltransferasas DNMT3a y DNMT3b y establecer una metilacion
aberrante en cancer. La marca H3K9me3 es establecida por la enzima SUV-39H1, por lo que
seria interesante descubrir si el enriquecimiento de dicha marca en la region promotora del
mMiR125b-1 se debe a que BORIS también es capaz de reclutar a dicha enzima. De igual
manera, aun queda por evaluar si BORIS es capaz de activar genes cuya transcripcion es
impedida por CTCF mediante el reclutamiento de proteinas encargadas de la desmetilacion
del DNA o el establecimiento de marcas de activacion.

Por dltimo, se necesitan realizar mas analisis en cortes histolégicos de pacientes con
cancer de mama para comprobar las observaciones realizadas en este trabajo. Seria
interesante establecer una asociacion entre la presencia de CTCF y BORIS con el grado
histolégico del tumor. Asimismo, se deben analizar los blancos génicos de CTCF para

comprobar una posible competencia con BORIS en tumores mamarios.
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METODOS EN EXTENSO

Aislamiento de RNA en lineas celulares mediante TRIzol (GIBCO) para células que

crecen en monocapa

N o o k&

9.

Retirar el medio de cultivo y lisar las células directamente en el plato de cultivo
mediante la agregacion de TRIzol (GIBCO).

Nota: La cantidad de TRIzol utilizado esta basado en el area del plato de cultivo (1 ml
por 10 cm?) y no por el nimero de células presentes. La utilizacién de una cantidad
menor de TRIzol puede provocar la contaminacion de RNA con DNA.

. Mezclar el TRIzol varias veces con ayuda de una micropipeta para despegar las células

por completo.

Pasar la mezcla de TRIzol con las células a un tubo Falcon de 15 ml e incubar por 5
minutos a temperatura ambiente.

Agregar 0.2 ml de cloroformo por cada ml de TRIzol utilizado.

Agitar el tubo vigorosamente por 15 segundos.

Incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar a no mas de 12,000 g entre 2 a 8°C durante 15 minutos. Después de la
centrifugacion, se obtienen 3 fases. La fase superior es la fase acuosa, la media es la
fase de fenol-cloroformo y la inferior es la fase roja. EI RNA se encuentra
exclusivamente en la fase acuosa.

Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y se afiadir 0.5 ml de alcohol isopropilico por
cada ml utilizado de TRIzol para favorecer la precipitacion del RNA.

Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

10.Centrifugar a no mas de 12,000 g entre 2 a 8°C durante 10 minutos. En ocasiones, se

puede observar el pellet con el RNA.

11.Remover el sobrenadante y lavar el pellet con 3 ml de etanol al 75% con agua DPEC.

Mezclar brevemente con ayuda de un vértex.

12.Centrifugar a 7,500 g entre 2 a 8°C durante 5 minutos.

13.Retirar el sobrenadante y dejar secar el pellet a temperatura ambiente.
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14.Resuspender la muestra en 20 pl de agua DPEC, incubar a 60°C en un bafio maria
durante 10 minutos y guardar a -70°C.

15.Cuantificar la concentracion de RNA en el NanoDrop (marca NanoDrop Technologies,
modelo ND-1000).

16.Determinar la integridad del RNA mediante un gel de formaldehido (FA) al 1.2%.

Preparacion del gel de formaldehido (FA) 1.2%

1. Mezclar 1.2 g de agarosa en 10 ml de buffer 10x para el gel FA en un matraz.

2. Aforar a 100 ml con agua libre de RNAsa.

3. Calentar el matraz en el horno de microondas para fundir la agarosa.

4. Dejar enfriar y adicionar 1.8 ml de formaldehido al 37% (12.3 M).

5. Equilibrar en buffer 1x para el gel FA durante toda la noche o al menos por 30

minutos antes de correr el gel.

Buffers
Buffer 10x para el gel FA Buffer de corrida
MOPS 200 mM (libre de &cidos). - 100 ml de buffer 10x para el gel FA.
Acetato de sodio 50 mM. - 20 ml de formaldehido al 37% (12.3
EDTA 10 mM. M).
pH 7. - 880 ml de agua libre de RNAsa.

Buffer de carga 5x

16 pL de azul bromofenol acuoso.

80 pyL de EDTA 500 mM con pH 8.
720 pL de formaldehido al 37% (12.3
M).

2 ml de glicerol al 100%.

3.084 ml de formamida.

4 ml de buffer 10x para el gel FA.
Aforar a 10 ml con agua libre de
RNAsa. La estabilidad aproximada es
de 3 meses a 4°C.
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Preparaciéon de la muestra de RNA

1. Adicionar 1 volumen de buffer de carga 5x por 4 volimenes de muestra de RNA.
Mezclar e incubar de 3 a 5 minutos a 65°C. Colocar en hielo.

2. Se pueden realizar diluciones 1:2 de las muestras (1 pL muestra + 1 pL de agua
libre de RNAsa).

3. Preparar las muestras de la manera siguiendo:
e 1 puL de muestra (concentrada o diluida).
e 3 uL DDW libre de RNAsa.
e 1 pL buffer de carga.

4. Incubar a 65.5°C durante 5 minutos. Posteriormente, colocar en hielo.

1x
5X first strand buffer 4 pl
0.1 MDTT 2 ul
RNAsa OUT 1l

Adicionar 7 pl del mix a cada muestra.
Incubar a 42°C durante 2 minutos.
Agregar 1 yl SSEII (transcriptasa reversa) a cada muestra.

Incubar a 42°C por 50 minutos.

© 0 N o O

Incubar a 70°C durante 15 minutos.
10.Dejar enfriar a 37°C a temperatura ambiente.
11.Adicionar 1 pl de RNAsa H (2 unidades/ul) a cada muestra.

12.Incubar a 37°C durante 30 minutos.
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En el gel desnaturalizante de FA deben identificarse las subunidades 18S y 28S para
comprobar la integridad de la muestra de RNA extraido.

100ng 200ng 500ng 1000ng
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Inmunofluorescencias (IF)

N o g &~ w

. Cultivar 100,000 células sobre cubreobjetos dispuestos en el fondo de cajas con pozos.

Dejar proliferar en la incubadora durante 24 horas.

Al dia siguiente, agregar 1 ml de formaldehido al 4% a cada pozo e incubar durante 10
minutos.

Retirar el formaldehido y hacer 3 lavados con PBS 1x cada 5 minutos.

Agregar 1 ml de una solucién de Triton X-100 al 0.1% e incubar durante 5 minutos.
Retirar el Triton y hacer 3 lavados con PBS 1x cada 3 minutos.

Agregar 1 ml de glicina 100 mM e incubar durante 1 hora.

Remover la glicina y agregar 10 pl del anticuerpo primario para CTCF y BORIS. Cubrir
con parafilm cortado del mismo tamafio que el cubreobjetos. Incubar durante 1 hora a

temperatura ambiente en una camara humeda.

8. Quitar el parafilm y hacer 3 lavados con PBS 1x cada 5 minutos.

9. Agregar 10 pl del anticuerpo secundario Alexa Fluor 488. Cubrir el cubreobjetos con

parafilm. Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente en una camara humeda

tapada con aluminio.

10.Quitar el parafilm y hacer 3 lavados con PBS 1x cada 3 minutos.

11.Para montar las laminillas agregar una gota de medio de montaje (VECTASHIELD con

DAPI) en cada division. Colocar un cubreobjetos limpio sobre la gota y dejarlo caer
cuidando que no se formen burbujas. Apretar levemente con un papel para quitar el
exceso de medio de montaje y sellar las orillas del cubreobjetos con barniz de ufas

transparente.
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Anticuerpos

Anti-CTCF Anti-BORIS Alexa Fluor 488
Goat Anti-Rabbit
Dilucién utilizada 1:100 1:50 1:200
Origen Conejo Conejo Cabra
Marca Millipore Abcam Invitrogen
Numero de catalogo 07-729 (Lote | ab18337 A-11008 (Lote 571716)
DAM1682158)
Tipo Policlonal Monoclonal Monoclonal
Buffers
Formaldehido al 4% PBS 1x
- 5.4 ml de formaldehido. - 8gdeNaCl.
- Aforar a 50 ml con PBS 1x. - 0.2 gdeKCl.

- 1.44 g de Na,HPO,.
- 0.24 g de KH,PPO.,.
- Ajustar pH a 7.4.

- Aforar a1 litro.

Glicina 100 mM

Tritén x-100 al 5%

0.375 g de glicina.
Aforar a 50 ml con PBS 1x.

- 2.5 ml Tritén x-100.

- Aforar a 50 ml con PBS 1x. De aqui tomar
400 pl y llevarlo a 20 ml con PBS 1x para
tener una solucion 0.1%.
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Inmunohistoquimicas (IHQ)

1. Preparacion de las laminillas con el tejido mamario. Desparafinar a 65°C durante 40
minutos en un horno de calor seco.

2. Tren de hidratacion.

Sustancia Tiempo
Xilol 1 15 minutos
Xilol 2 15 minutos
Etanol absoluto 1 10 minutos
Etanol absoluto 2 10 minutos
Etanol al 70% 10 minutos
Agua destilada 1 minuto
PBS 1x frio 10 minutos

3. Recuperacion antigénica. Calentar una olla a presion en un horno de microondas
durante 6 a 7 minutos. Inmediatamente después de que el émbolo de la olla suba,
afadir buffer de citratos a los coplings con las laminillas, cerrarlos y meterlos en la olla.
Contar 1 minuto después de que la olla alcance la maxima presion (cuando comienza a
chillar después de 6 a 7 minutos de calentamiento). Sacar la olla del horno y poner bajo
el chorro de agua fria para enfriarla. Sacar los coplings de la olla y se enfriar del mismo
modo. Incubar las laminillas con PBS 1x frio durante 10 minutos y montar en una
camara humeda.

4. Inhibicion de la peroxidasa enddgena. Realizar 3 lavados con 100 pl de peréxido de
hidrogeno y metanol al 3% cada 15 minutos a temperatura ambiente. Al terminar,
realizar 3 lavados con 100 pl de PBS 1x cada 3 minutos.

5. Bloqueo de antigenos inespecificos. Adicionar 100 ul de albumina de suero bovino
(BSA) al 5%. Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente.

Nota: Realizar un recambio de BSA a los 30 minutos.

6. Lavados. Realizar 3 lavados con 100 pl de de Tritdbn X-100 al 1% cada 3 minutos.
Hacer un lavado con 100 ul de PBS 1x.

7. Adicion del anticuerpo primario. Afadir 100 pl del anticuerpo primario para CTCF,
BORIS y PCNA. Incubar a 4°C durante toda la noche.
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8. Lavados. Al dia siguiente, realizar 3 lavados con 100 pl de Triton X- 100 al 1% cada 3
minutos.

9. Adicién del anticuerpo secundario. Afadir de 4 a 5 gotas del anticuerpo secundario
universal biotinilado (DAKO). Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

10.Lavados. Realizar 3 lavados con 100 pl de Triton X- 100 al 1% cada 3 minutos.

11.Estreptavidina. Afadir la estreptavidina — HRP (DAKO) e incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

12.Lavados. Realizar 3 lavados con 100 pl de Tritdbn X- 100 al 1% cada 3 minutos.

13.Revelado de la reaccion. Afadir cromégeno DAB (1 gota por ml) e incubar a
temperatura ambiente hasta observar la tincidon positiva.
Nota: Se debe observar constantemente al microscopio para poder detener la reaccién
sumergiendo la laminilla en un copling con PBS 1x.

14.Contratincion con hematoxilina. Sumergir las laminillas en un copling con
hematoxilina de 5 a 10 segundos. Lavar en agua destilada y virar en un bafio maria
durante 10 minutos aproximadamente.

15.Montaje de las laminillas. Realizar el tren de hidratacién pero de manera inversa.

Sustancia Tiempo
Etanol al 70% 10 minutos
Etanol absoluto 2 10 minutos
Etanol absoluto 1 10 minutos
Xilol 2 10 minutos
Xilol 1 10 minutos

Adicionar a cada laminilla una gota de medio de montaje Entellan y colocar el

cubreobjetos. Dejar secar a temperatura ambiente.
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Anticuerpos

Anti-CTCF Anti-BORIS Anti-PCNA
Dilucion utilizada 1:1000 1:300 1:1000
Fuente Conejo Cabra Conejo
Marca Millipore Santa Cruz Santa Cruz
Numero de catalogo 07-729 (Lote | sc-51036 (Lote E1007) | sc-7907 (Lote F2007)
DAM1682158)

Tipo Policlonal Policlonal Policlonal
Buffers

Albumina de suero bovino al 5% PBS 1x

2.5 g de albdmina de suero bovino. - 8gdeNaCl.

Aforar a 50 ml con PBS 1x. - 0.2 gdeKCl.

- 1.44 g de Na,HPO,.
- 0.24 g de KH,PPO,.
- Ajustar pH a 7.4.

- Aforar a 1 litro.

Buffer de citratos

Peréxido de hidrégeno y metanol al 3%

2.94 g de citrato trisodio (dihidratado).
Ajustar pH a 6.

Afadir 0.5 ml de Tween 20.

Aforar a 1 L con agua destilada.

Guardar a temperatura ambiente durante 4
meses o0 a 4°C para mayor tiempo.

100 pul de peréxido de hidrégeno (30%).
Aforar a 1 ml con 900 ul de metanol.

Etanol al 70%

Tritén x-100 al 1%

145.83 ml de etanol al 96%.
Aforar a 200 ml con agua destilada.

- 0.5 ml Tritén x-100.
Aforar a 50 ml con PBS 1x.
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Inmunoprecipitacién de la cromatina (ChlIP)

1. Células. Cultivar en 2 frascos de cultivo de 150 cm? hasta tener una confluencia del
80%.

2. Reaccion de entrecruzamiento. Adicionar 2 ml de buffer de entrecruzamiento
directamente al medio de cultivo. El volumen total de cada caja debe ser de 20 ml para
gue las células permanezcan en formaldehido al 1%. Agitar moderadamente durante 10
minutos.

3. Detener la reaccion de entrecruzamiento. Adicionar 1 ml de glicina (2.5 M). Agitar
moderadamente durante 5 minutos.

4. Lavado. Retirar el medio de cultivo y hacer 3 lavados con PBS 1x frio de 5 minutos
cada uno.

5. Lisis. Remover el PBS, adicionar 1 ml de buffer de lisis a cada una de las cajas y e
incubar a 4 °C durante 5 minutos. Recuperar con un gendarme y pasar a un tubo
Falcon de 50 ml. Posteriormente, el tubo puede almacenarse a 4°C.

6. Sonicacidn. Colocar el tubo en un vaso con hielo para mantenerlo frio y evitar que
saque mucha espuma. El programa de sonicacion es de 30 segundos, pulso 2.0 - 0.5,
amplitud de 35% en un sonicador Ultrasonic Processor (marca GENEQ, modelo
GEX500, numero de catdlogo SOVC505-00). La cromatina se puede guardar a 4°C.

7. Evaluaciéon de la sonicacion: Después de cada pulso tomar 200 pl de muestra y
colocar en un tubo Eppendorf. Adicionar 0.5 pl de RNAsa A (5 mg/ml) a cada muestra e
incubar en un bafio maria a 37°C durante 30 minutos. Posteriormente, agregar de 2 a 3
ul de proteinasa K (20 mg) e incubar en un bafio maria a 65°C durante toda la noche.

8. Estandarizacion de la cromatina. Llevar las muestras a 300 pl con agua destilada y
limpiar dos veces mediante el método de fenol-cloroformo. Para ello, mezclar cada una
de las muestras con ayuda de un vortex durante 5 minutos o hasta no observar una
bicapa y adquirir una mezcla de color blancuzco. Centrifugar por 10 minutos a 13,200
rom. Recuperar el sobrenadante con una pipeta y colocar en un tubo nuevo teniendo
cuidado de recuperar solamente la primera fase la cual corresponde a la fase acuosa.
Repetir dos veces mas. Posteriormente, agregar un volumen de 1/10 de acetato de

sodio (3M), 1 pl de glicégeno (20 mg) y 2 volumenes de etanol frio al 100%. Guardar
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las muestras a —20°C. Al dia siguiente, correr un gel de agarosa al 1% para evaluar que
el tamafio de la cromatina se encuentre entre 500 y 700 pares de bases (pb).

9. Pre-cleaning. Centrifugar la cromatina durante 5 minutos a velocidad maxima (se
puede realizar en una centrifuga no refrigerada). Tomar 420 pl de cromatina por cada
inmunoprecipitacion. Llevar a un volumen final de 4 ml con una mezcla de 9 partes de
buffer de dilucion, 1 parte de buffer de lisis e inhibidores de proteasas. Posteriormente,
afiadir 50 pl de perlas y dejar rotando de 2 a 4 horas a 4°C. Centrifugar a 2,000 rpmy
recuperar el sobrenadante (se trata de cromatina limpia que se utilizara para la
inmunoprecipitacion).

10.Inmunoprecipitacion: Llevar la cromatina limpia a un volumen final de 4 ml con una
mezcla de 9 partes de buffer de dilucion, 1 parte de buffer de lisis e inhibidores de
proteasas.

11.Anticuerpos: Afadir 4 pg de anticuerpo a cada inmunoprecipitacion. Dejar rotando a
4°C durante 6 horas o por toda la noche.

12.Adicion de las perlas a las inmunoprecipitaciones: Poner 50 ul de perlas a cada
una de las inmunoprecipitaciones. Dejar rotando durante 2 horas a 4°C.

13.Lavado de perlas: Centrifugar las perlas a 2,000 rpm durante 2 minutos y quitar el
sobrenadante con mucho cuidado. Afadir 1 ml de buffer de lavado y volver a
centrifugar. Repetir 3 veces mas. Finalmente, lavar con 1 ml de buffer de lavado final.
Nota: No aspirar el liquido pues se pueden perder las perlas.

14.Elucion del DNA: Adicionar 450 pl de buffer de elucion y 0.5 pl de RNAsa A (5 mg/ml)
a cada muestra e incubar en un bafio maria a 37°C durante 30 minutos.

15.Toma del input. Se refiere a una muestra no inmunoprecipitada que representa la
cantidad de cromatina utilizada en el ChlP. Recuperar 200 pl de la cromatina restante y
tratar de la misma manera que las inmunoprecipitaciones. Diluir el input en una
concentracion 1:100 6 1:400.

16.Revertir el crosslinking: Agregar de 2 a 3 ul de proteinasa K (20 mg) e incubar en un
bafio maria a 65°C durante toda la noche.

17.Limpieza del DNA: Realizar el método de fenol-cloroformo o utilizar las columnas mini-

elute (Quiagen) para obtener el DNA.
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18.Resuspender el DNA: Anadir 50 pl de agua estéril e incubar a 37°C durante 30

minutos. A partir de este punto es posible realizar los PCRs con 2 pl de muestra.

Anticuerpos

Anti-CTCF Anti-BORIS Anti-BORIS 1gG
Origen Conejo Rata Conejo Conejo
Marca Millipore Abcam Santa Cruz Santa Cruz
Ndmero de | 07-729 (Lote | ab111255 sc-51036 (Lote | sc-2027 (Lote C2712)
catalogo DAM1682158) E1007)
Tipo Policlonal Monoclonal Policlonal Policlonal
Buffers

Buffer de entrecruzamiento

Buffer de lavado

Formaldehido al 11%.
NaCl 100 mM.

EGTA 0.5 mM.

HEPES 50 mM con pH 8.

Tritén X-100 al 1%.

SDS al 0.1%.

NaCl 150 mM.

EDTA 2 mM con pH 8.
Tris-HCI 20 mM con pH 8.
Inhibidores de proteasas.

Buffer de dilucion

Buffer de lavado final

Tritén X-100 al 1%.

NaCl 150 mM.

EDTA 2 mM con pH 8.
Tris-HCI 20 mM con pH 8.

Tritén X-100 al 1%.

SDS al 0.1%.

NaCl 500 mM.

EDTA 2 mM con pH 8.
Tris-HCI 20 mM con pH 8.
Inhibidores de proteasas.

Buffer de elucion

Buffer de lisis

SDS al 1%.
NaHCO; 100 mM.

SDS al 1%.

EDTA 10 mM con pH 8.
Tris-HCI 50 mM con pH 8.
Inhibidores de proteasas.
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Preparacion de las perlas

=

Tomar 0.2 g de proteina A (Amersahm Protein A Sepharose CL-4B) y 100 ul de
perlas proteina G (Ge Healthcare Protein G Sepharose) en un mezcla de 9 partes
de buffer de dilucién y 1 parte de buffer de lisis.

Afadir 100 pg/ml de albumina de suero bovino (BSA) al 10% y 500 pg/ml de
esperma de salmon.

Dejar rotar durante toda la noche.

4. Al dia siguiente, retirar la mezcla de buffers, lavar 2 veces con buffer de dilucién y

resuspender en 2 ml de una mezcla nueva de buffers.
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Lineas celulares

Se utilizaron dos lineas celulares de cancer de mama y una linea no transformada:
MCF-7, MDA-MB-231 y MCF-10A, respectivamente. Las primeras dos lineas fueron cultivadas
con medio RPMI (GIBCO) adicionado con 10% de suero fetal bovino (ATCC) y 1x de
antibidtico/antimicético (GIBCO). La linea celular MCF-10A fue cultivada con medio
DMEM/F12 (3:1) (GIBCO) adicionado con 10% de suero fetal bovino (ATCC), 2 mM de
glutamina (GIBCO), 1x de antibiético/antimicotico (GIBCO), 10 ng/ml de EGFrh (factor de
crecimiento epidérmico humano recombinante; Invitrogen), 120 mU/ml de insulina
recombinante humana y 1 pug/ml de hidrocortisona (Sigma). Todas las lineas se mantuvieron a
37°C con 5% de CO?

Los canceres de mama pueden clasificarse en subtipos moleculares en funcion de sus
perfiles de expresion génica. Hasta ahora se han propuesto 5 subtipos: luminal A, luminal B,
HERZ2, basal y sin clasificar (Tabla 2). Las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF-10A se han
clasificado como subtipo basal mientras MCF-7 se considera como un subtipo luminal A
(Tabla 3).

El subtipo luminal A se caracteriza por presentar tumores diferenciados que se detectan
frecuentemente en pacientes mayores y tiene el mejor prondstico comparado con otros
subtipos. El subtipo luminal B tienen una mayor expresion de genes asociados con
proliferacion y tiene un peor pronostico que el luminal A. El subtipo HER2 generalmente se
asocia con metastasis nodal. El subtipo basal se presenta en pacientes jovenes, se asocia
con metastasis en 6rganos viscerales y tiene un pronostico pobre (Subik, et al., 2010). Se
considera que un tumor no se puede clasificar cuando tiene una correlacion baja con los

subtipos anteriores y la definicién de genes no es uniforme (Loi, et al., 2007).
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Subtipo ER y/o PR Sobre- EGFR y/o
expresion de CK5/6
HER2
Luminal A - +0-
Luminal B + +0-
HER2 - + +6-
Basal - - +

Sin clasificar

Tabla 2. Definicion de cada subtipo basado en la expresion molecular del receptor de estrégenos
(ER), receptor de progesterona (PR), receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2),
receptor del factor del crecimiento epidérmico (EGFR) y CK5/6. (Modificado de Subik, et al., 2010).

ER PR HER2 CK5/6 EGFR Ki-67 AR Subtipo
MDA-MB-231 0 0 0-1+ - 1+ 100% 8 Basal
MCF-7 6 6 0-1+ - 1+ 90% 7 Luminal A
MCF-10A 0 0 0-1+ + 2+ 30% 0 Basal

Tabla 3. Definicién del subtipo molecular en base alos patrones de expresién de ER, PR, HER2, CK5/6,
EGFR, Ki-67 y el receptor de andrégenos (AR) por andlisis inmunohistoquimico en las lineas celulares
MDA-MB-231, MCF-7 y MCF-10A. Para ER, PR y AR se utiliz6 la puntuacion Allred; para HER 2 y EGFR se us6
la puntuaciéon para HER2; para CK5/6 toda tincién citoplasmica se consideré como positiva; para Ki-67 se manejo

el porcentaje de tincion nuclear de cualquier intensidad (modificado de Subik, et al., 2010).
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Sintesis de cDNA (SuperScript 1l Reverse Transcriptase Kit (First Strand cDNA
Synthesis Using Superscript Il RT — Invitrogen)

1. Para una reaccién con volumen final de 20 pl, afiadir 1 ul (0.5 mg) de Oligo(dt);2-15 (500
pg/ml), 500 ng/pl de RNA total y 1 pl de dNTP Mix (10 mM). Llevar a 12 pl con agua
destilada esteéril.

2. Calentar a 65°C durante 5 minutos y enfriar r@pidamente en hielo.

3. Afadir 4 pl de 5x First Strand Buffer, 2 pl de 0.1 M DTT y 1 pl de RNAsaOut (40
unidades/pl).

4. Mezclar suavemente e incubar a 42°C durante 2 minutos.

5. Afadir 1 pl de SuperScript Il RT (200 unidades/ul) y mezclar cuidadosamente con la
micropipeta.

6. Afadir agua estéril para llevar la mezcla a un volumen final de 20 pl.

7. Incubar a 42°C durante 50 minutos.

8. Inactivar la reaccion incubando a 70°C durante 15 minutos.
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Transfeccion del plasmido CTCF-GFP

1. Cultivar 200,000 células MCF-7 en cajas de cultivo de 6 pozos con 500 pl de medio
completo. Esperar a que tengan una confluencia de entre 50 y 80% para poder realizar
la transfeccion.

2. Realizar dos mezclas para la co-transfeccion.

Reactivos tubo 1 [1(1x)
Lipofectamina 2 ul
Medio DMEM sin suero 100
bovino fetal
CTCF-GFP [50 ng/ ] 2 ul

Reactivos tubo 2 [1(1x)
Reactivo PLUS 2 ul
Medio DMEM sin suero 100
bovino fetal

3. Mezclar las mezclas de ambos tubos e incubar durante 15 minutos a temperatura
ambiente.

4. Lavar las células 2 veces con PBS 1x.

5. Agregar 800 pl de medio sin suero y sin antibiético a cada uno de los pozos. Agregar 1
ml de medio al control negativo.

6. Colocar 200 pl del complejo DNA-lipidos en las cajas con células mediante goteo para
disminuir la toxicidad y para que el plasmido entre a todas las células.

7. Incubar a 37°C durante 6 horas.

8. Inactivar la lipofectamina con medio adicionado con suero y antibidtico.

9. Incubar las células durante 24 horas antes de probar la expresiéon del transgen.
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Oligonucléotidos

Andlisis de expresidn

Oligonucleotidos Secuencia en DNA (5’ - 3’) Tm Ciclos Tamafo Tamafio

(°C) esperado en | esperado en
cDNA DNA

CTCF FWD GAGAAGCCATTCAAGTGTTCCAT 66 32 85 pb 399 pb

(Ex6n 5 -6)

CTCF RVS CTCCAGTATGAGAGCGAATGTGA

(Ex6n 5 -6)

CTCF-L FWD AAAACCTTCCGTACGGTCACTCT 66 40 84 pb 3903 pb

(Ex6n 5 -6)

CTCF-L RVS TGTTGCAGTCGTTACACTTGTAGG

(Ex6n 5 -6)

Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP)

Oligonucleodtidos Secuencia en DNA (5’ - 3’) Tm Ciclos Tamafo Tamafio
(°C) esperado en | esperado en

cDNA DNA

miR-125b1 FWD GGCAAAGTGCACGCTAAAG 58 32 - 481 pb

(Promotor)

miR-125b1 RVS GGCAAGTATGCCGCATGC

(Promotor)

p53 FWD CACCTTCCGATTGGGCCGC 58 32 - 360 pb

(Promotor)

p53 RVS AGTGCCTATATCAGTGCTGGG

(Promotor)
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SUPLEMENTARIAS

Normal Sobre-expuesto

Alexa 488 DAPI

Empalme

Suplementaria 1. Control negativo de las inmunofluorescencias para estudiar la presencia y la
localizacién de la proteina CTCF en el nicleo de células mamarias normales y cancerosas. Las imagenes
se tomaron en dos condiciones, una normal y otra sobre-expuesta, para descartar la presencia de ruido de fondo
(100 aumentos).
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Suplementaria 2. Promotor del miR125b-1. Posicion de los oligonucleétidos utilizados en las muestras de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP) para analizar la unién de las proteinas CTCF y BORIS en la region
promotora del miR125b-1 por RT-PCR.
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Suplementaria 3. Promotor de p53. Posicion de los oligonucleétidos utilizados en las muestras de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP) para analizar la unién de las proteinas CTCF y BORIS en la regién
promotora de p53 por RT-PCR.
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