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RESUMEN

Introduccion. La proteina CTCF ha sido reconocida como un factor que puede regular la
transcripcion génica. A nivel global, puede mediar interacciones cromatinicas de largo
alcance para regular la expresion génica de dominios completos. A nivel local, impide la
propagacion de la metilacion del DNA y las marcas represivas de histonas, particularmente
en promotores génicos asociados con islas CpG como el del microRNA miR-125bl1. La
pérdida de CTCF en la region promotora del miR-125b1l esta relacionada con su
silenciamiento génico y el desarrollo de cancer. El gen CTCF cuenta con un paralogo llamado
CTCF-Like (CTCF-L) que codifica a la proteina BORIS. Se ha propuesto que BORIS podria
ocupar los mismos sitios de union de CTCF debido a que comparten un dominio de 11 dedos
de zinc. Esta situacion derivaria en la interaccidbn con proteinas involucradas en el
establecimiento de la metilacion y favoreceria el silenciamiento génico. Objetivo. Evaluar
la presencia de BORIS y las metiltransferasas de novo DNMT3A y DNMT3B en la region
promotora del miR-125b1. Métodos. La expresion del transcrito maduro del miR-125b1 ylos
genes CTCF, BORIS, DNMT3A, DNMT3B y DNMT1 se determin6 por medio de PCR en
tiempo real (QRT-PCR) en una linea no neoplasica de mama (MCF 10A) y tres lineas
celulares neoplésicas (MCF7, MDA-MB-231 y HeLa). El estado de metilaciéon del DNA de
la region promotora del miR-125b1 se evalué por medio de PCR sensible a metilacion (MS-
PCR). La localizacién de las proteinas CTCF, BORIS, DNMT3A, DNMT3B y DNMT]1 se
evalud por medio de inmunofluorescencias. La presencia de las proteinas CTCF, BORIS,
DNMT3A, DNMT3B y DNMT]1 en la region promotora del miR-125b1 se determiné por
medio de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). Resultados. EI miR-125b1 disminuyo

su expresion en las lineas celulares neopldsicas MCF7, MDA-MB-231 y HelLa en
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comparacion con la linea celular no neopldsica MCF 10A mientras que la region promotora
del miR-125b1 se encontrd no metilada en MCF 10A y metilada en las tres lineas celulares
neoplésicas. La proteina CTCF tuvo localizacion nuclear mientras que BORIS tuvo
localizacion nuclear y nucleolar en las tres lineas celulares neopldsicas. DNMT3A,
DNMT3B y DNMT]1 tuvieron localizacidon nuclear en las tres lineas celulares neoplasicas.
El gen CTCF mostré mayor expresion en las lineas celulares neoplasicas MCF7 y MDA -
MB-231 mientras que HelLa no presentd diferencias. CTCF-L presentd un aumento de
expresion en las tres lineas celulares neoplasicas. DNMT3A, DNMT3B y DNMT1 tuvo mayor
expresion en las tres lineas celulares neoplésicas. CTCF esta presente en la region promotora
del miR-125b1 en la linea celular no neoplasica mientras que BORIS, DNMT3A, DNMT3B,
DNMTI1 y la modificacion post-traduccional asociada a silenciamiento H3K9me3 estan
presentes en dicha region en las tres lineas celulares neoplasicas. Conclusiones. E1 miR-
125b1 disminuyo su expresion en las lineas celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-231 y
HeLa. La region promotora se encontrdé metilada en las tres lineas celulares neoplésicas.
CTCF, DNMT3A, DNMT3B y DNMT]1 tienen localizacion nuclear mientras que BORIS
tiene localizacion nuclear y nucleolar en las tres lineas celulares neopléasicas. CTCF, CTCF-
L, DNMT3A, DNMT3B y DNMT1 presentaron mayor expresion en las tres lineas celulares
neoplésicas. Nuestros datos sugieren que la proteina BORIS esta presente en el promotor del
miR-125b1 en aquellas lineas celulares neoplasicas analizadas. Esto se asocia a su vez con la
presencia de las metiltrasferasas de novo DNMT3A y DNMT3B, la metiltransferasa de

mantenimiento DNMTT1 y la modificacion de histonas H3K9me3.



ABSTRACT

Introduction. The CTCF protein has been recognized as a factor that can regulate gene
transcription. Globally, it can mediate long-range chromatin interactions allowing the
regulation of gene expression of whole domains. Locally, CTCF prevents the propagation of
DNA methylation and repressive histone marks, particularly in gene promoters associated
with CpG islands such as the microRNA miR-125b1. Loss of CTCF binding in the promoter
region of miR-125b1 is related with its gene silencing and cancer development. A parolog
gene of CTCF known as CTCF-Like (CTCF-L) encodes a protein called BORIS. It has been
proposed that BORIS could occupy the same CTCF binding sites because both proteins share
an 11-zinc finger domain. This situation would let the interaction with proteins involved in
the establishment of methylation and favor gene silencing. Objective. Evaluate the presence
of BORIS and the de novo methyltransferases DNMT3A and DNMT3B at the promoter
region of miR-125b1. Methods. The expression levels of the mature transcript miR-125b1,
CTCF, BORIS, DNMT3A, DNMT3B and DNMT1 were determined by real time PCR (qRT-
PCR) in a non-neoplastic breast cell line (MCF 10A) and three neoplastic cell lines (MCF7,
MDA-MB-231 and HeLa). DNA methylation status of the promoter region of miR-125b1
was assessed by methylation-sensitive PCR (MS-PCR). The localization of CTCF, BORIS,
DNMT3A, DNMT3B and DNMT1 was assessed by immunofluorescence. The presence of
CTCF, BORIS, DNMT3A, DNMT3B and DNMTT at the promoter region of miR-125b1 was
determined by chromatin immunoprecipitation (ChIP). Results. The expression levels of
miR-125b1 decreased in the neoplastic cell lines MCF7, MDA-MB-231 and HeLa compared
to non-neoplastic cell line MCF 10A. The promoter region of miR-125b1 was unmethylated

in the cell line MCF 10A and methylated in the three neoplastic cell lines. CTCF had nuclear
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localization while BORIS had nuclear and nucleolar localization in the three neoplastic cell
lines. DNMT3A, DNMT3B and DNMT1 had nuclear localization in the three neoplastic cell
lines. CTCF showed higher expression levels in neoplastic cell lines MCF7 and MDA-MB-
231 while HeLa did not show differences. CTCF-L showed an increase in their expression
levels in the three neoplastic cell lines. DNMT3A, DNMT3B and DNMT1 had higher
expression levels in the three neoplastic cell lines. CTCF is present in the promoter region of
miR-125b1 in the non-neoplastic cell line while BORIS, DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 and
the post-translational modification associated with silencing H3K9me3 are present in this
region in the three neoplastic cell lines. Conclusions. The expression levels of miR-125b1
decreased in the neoplastic cell lines MCF7, MDA-MB-231 and HeLa. The promoterregion
was found methylated in the three neoplastic cell lines. CTCF, DNMT3A, DNMT3B and
DNMT1 have nuclear localization while BORIS has nuclear and nucleolar localization in the
three neoplastic cell lines. CTCF, CTCF-L, DNMT3A, DNMT1 and DNMT3B had higher
levels of expression in the three neoplastic cell lines. Our data suggest that BORIS is present
in the promoter of MiR-125b1 in the neoplastic cell lines where it is expressed. This in turn
is associated with the presence of the de novo methyltransferases DNMT3A and DNMT3B,

the maintenance methyltransferase DNMT1 and histone modification H3K9me3.



INTRODUCCION

La epigenética

Definicion de epigenética

A inicios del afio 1940, Conrad Waddington introdujo el término de epigenética
definiéndola como “la rama de la biologia que estudia las interacciones causales entre los
genes y sus productos que determinan el fenotipo del ser”!%. Su significado se ha modificado
gradualmente con el paso del tiempo. Actualmente se define como el estudio de los cambios
en la funcion de los genes que no implican un cambio en la secuencia del DNA y que pueden
ser heredables de manera mitdtica y/o meidtica®. Los procesos epigenéticos comprenden a
las variantes de histonas, las modificaciones post-traduccionales de las histonas, los RNAs

no codificantes y las modificaciones covalentes en las bases del DNA como la metilacion®

La epigenética ha adquirido una gran relevancia ya que las modificaciones de la
cromatina tienen un papel importante en la regulacion de la expresion génica®. Aun cuando
los estudios a nivel genético han contribuido de manera relevante en el entendimiento de la
expresion génica, recientemente la contribucion de los procesos epigenéticos ha comenzado
a reconocerse. La genética y la epigenética solian verse como mecanismos que funcionaban
de manera independiente. Sin embargo, recientemente se ha observado que los mecanismos

genéticos y epigenéticos estan relacionados’.



La metilacion del DNA

Caracteristicas de 1a metilacion del DNA

Una de las modificaciones epigenéticas mas estudiadas es la metilacion del DNA. En
vertebrados, la metilacion del DNA es la union covalente de un grupo metilo (-CH3) en el
carbono 5 de una citosina (C) que se encuentra adyacente a una guanina (G), una
conformacidn conocida por el nombre de dinucledtido CpG (la “p” indica al grupo fosfato
que une a la citosina con la guanina en direccion 5°-3”)%°. La adicion de los grupos -CHj se
presenta en el surco mayor del DNA y cuando se encuentra metilado simétricamente, los
grupos -CHj3 se enfrentan provocando cambios en la estructura del DNA; de esta manera a
algunos factores transcripcionales se les dificulta reconocer sus secuencias de union en el
DNA'?. Es asi que una de las funciones principales de la metilacion es controlar la expresion

génica, ya que los genes metilados presentan represion transcripcional.

El mecanismo de accion para la incorporacion de los grupos -CHj se lleva a cabo
mediante la union de las DNA metiltransferasas (DNMTs) al DNA. A continuacion se realiza
una eversion de la citosina blanco para permitir un ataque nucleofilico de una cisteina
conservada en las DNMTs hacia el carbono 6 de la citosina'!. La formacién de un enlace
covalente entre el carbono 6 y la enzima permite un ataque electrofilico hacia el carbono que
posee el donador de grupos -CHs: la S-adenosil-L-metionina (SAM). Esta molécula se
convierte en S-adenosil-L-homocisteina (SAH) al donar el grupo -CHs. Por ultimo, se

romper4d el enlace covalente entre la DNMT y la citosina metilada a través de la eliminacion
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del proton que se encuentra en el carbono 5 y dando origen a una molécula conocida como

5-metilcitosina (5SmC)"2.

A su vez, se ha reportado que la N4-metilcitosina (4mC) es una modificacién que es
muy comun en bacterias y estd ausente en mamiferos'3. Una modificacion que recientemente
ha sido reportada es la N6-metiladenina (6mA)'“. Dicha marca forma parte de los sistemas
de restriccion-modificacion (R-M), mecanismos de defensa que son capaces de distinguir
entre el DNA bacteriano y un DNA exo6geno (fagos o plasmidos). E1 DNA exdgeno no
metilado es degradado debido a que la presencia de la 6mA evita la degradacion del genoma
bacteriano mediante enzimas de restriccion sensibles a la metilacion del DNA. Esta molécula
también participa en la replicacion del DNA, la reparacion y la transcripcion génical>.
Recientemente se ha observado su presencia en células eucariontes aunque se desconoce qué

funciones podria estar desempefiando'>!7.

Las DNA metiltransferasas (DNMTs)

El establecimiento y el mantenimiento de la metilacion en mamiferos estan mediadas
por las DNMTs. Las DNMTs poseen un extremo amino (N-) que varia en tamafio y tiene
varias funciones reguladoras como determinar su localizacion nuclear y controlar su
interaccién con otras proteinas, el DNA y la cromatina. También presentan un extremo

carboxilo (C-) que posee el centro activo y determina su funcion catalitica.
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La familia de las DNMTs esta dividida convencionalmente en la familia DNMT1
(que mantiene los patrones de metilacion durante la replicacion del DNA) y en la familia

DNMT?3 (que participa en la metilacién de novo)'s.

DNMT1

La expresion del gen DNMT1 es principalmente en células que se encuentran en
proliferacion!®, por lo tanto, su expresion depende del ciclo celular. La proteina DNMT]1 es
reclutada a las horquillas de replicacion durante la fase de sintesis del DNA?, para conservar
los patrones de metilacion de manera estable, a través de su preferencia por el DNA
hemimetilado®'. La localizacion de la proteina DNMT1 cambia de manera dindmica durante
el ciclo celular. Se distribuye de manera difusa en el nticleo durante la interfase y se acumula

en las horquillas de replicacion durante la fase de sintesis®>.

La actividad de la DNMTI1 es posible gracias a que presenta varios dominios
funcionales (Figura 1):
1. Un dominio de interaccion con la proteina 1 asociada a DNA metiltransferasas

123

(DMAP1) que funciona como represor transcripcional™ y que esta involucrado

en la estabilidad de DNMT1%,
2. Un dominio de unién al antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)
conocido como PBD que controla la interaccion con PCNA y permite el

reclutamiento de DNMT1 a las horquillas de replicacion®.
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3. Al menos tres secuencias de sefal de localizacién nuclear (NLS) funcionales e
independientes?®.

4. Un dominio de secuencia blanco (TS) que permite la presencia de DNMT]1 en la
cromatina centromérica?’ y las horquillas de replicacion?.

5. Un dominio de zinc conocido como dominio CXXC, similar al dominio rico en
cisteinas encontrados en otras proteinas asociadas a la cromatina como MeCP22%,
DNMT1 posee ocho residuos conservados de cisteinas organizados en dos
repetidos CXXCXXC que se unen a dos iones de zinc, los cuales son necesarios
para la actividad catalitica®.

6. Los dominios de homologia bromoadyacente (BAH) 1 y 2 son parte del dominio
de polibromohomologia (PBDH), el cual esta presente en proteinas involucradas
en la regulacion transcripcional. Se ha propuesto que puede actuar como un
modulo de interaccidn entre proteinas especializadas en el silenciamiento génico,
sin embargo, afin no se sabe cual es su funcion en DNMT1%,

7. Launion KG se localiza entre el N- y el C- terminal y se compone por una serie
de repetidos de lisina y glicina. Se ha observado que estos repetidos se unen al
DNA en conformacion Z que se produce durante la transcripcion debido a la
superhelicoidizacion del DNA. Se sugiere que podria contribuir en el
reclutamiento de DNMT1 a las regiones que flanquean las horquillas de
replicacion®.

8. El dominio del C- terminal de DNMT1 comprende al centro catalitico de la
enzima. Sin embargo, no esta activo de manera aislada, ni in vitro ni in vivo, a
pesar de la presencia de todos los motivos de aminoacidos requeridos para el

establecimiento de la metilacion’%>2,
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DNMT3A y DNMT3B

La familia DNMT3 incluye a las proteinas DNMT3A y DNMT3B, las cuales son
conocidas como metiltransferasas de novo, ya que adicionan los grupos -CHj3 a las citosinas
que no han sido metiladas previamente'®33. La expresion de los genes DNMT3A yDNMT3B
se presenta en tejidos embrionarios y células indiferenciadas®?. Las proteinas DNMT3A y
DNMT3B se localizan principalmente en regiones de DNA metilado y heterocromatina

pericentromérica®*>’.

DNMT3A y DNMT3B poseen dos dominios en el N- terminal (Figura 1):

1. El dominio PWWP cuenta con un motivo conservado de prolina y triptéfano y es
esencial para que ambas proteinas sean reclutadas a las regiones de heterocromatina
pericentromérica® >,

2. El dominio ATRX-DNMT3-DNMT3L (ADD) es una region rica en cisteina y

favorece las interacciones con otras proteinas como SUV39H1® y EZH2%*, que son

metiltransferasas de histonas.

De manera interesante, existe un tercer miembro de la familia DNMT3 conocido
como DNMTS3L, una metiltransferasa sin funcion catalitica, ya que carece del dominio
PWWP, los motivos IX, X y varios residuos cataliticos importantes en el extremo C-. No
obstante, DNMT3L interactiia directamente con DNMT3A y DNMT3B e incrementa su
habilidad para unirse a SAM y estimula su actividad in vivo*’. De manera interesante,
DNMT3L posee el motivo conservado PHD a través del cual puede asociarse con diferentes
4142

proteinas como la desacetilasa de histonas 1 (HDAC1) y reprimir la transcripcion
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Por lo tanto, se ha sugerido que las DNMTs no so6lo reprimen la transcripcion
mediante la metilaciéon del DNA sino también pueden hacerlo de manera independiente
interactuando con otras proteinas (como las HDACs). Las DNMTs pueden ser dirigidas a
regiones especificas del genoma a través de interacciones con factores de transcripcion,
proteinas de union a histonas metiladas y/o correpresores (como el complejo RB/E2F) lo que

sugiere que tienen una participacion importante en el proceso de la represion

transcripcional®>#!43,
< Extremo amino » € Extremo carboxilo e
(N-) ()
g ﬁ PBDH o Motivos de metiltransferasa
DMAPL Bl TS CXXC  "BAH BAH * | v VIVl IX X

DNvTl [T T 77 BT T ITT 0T

PWWP ADD | IVVIVII IX X
DNMT3A | || I
PWWP ADD | IVVIVI IX X
DNMT3B [ 1 [TH
ADD | IV.VIVII

DNMT3L

Figura 1. Esquema representativo de los dominios de las DNA metiltransferasas en mamiferos. DNMT1
posee varios dominios funcionales. En el extremo amino posee el dominio de uniéon a DMAPI, el dominio de
union a PCNA (PBD), al menos tres secuencias de sefal de localizacion nuclear (NLS), el dominio de secuencia
blanco (TS), el dominio de zinc CXXC, el dominio de polibromohomologia (PBDH) y la unién KG. En el
extremo carboxilo posee el centro catalitico, el cual contiene los motivos de aminoacidos (I a X) necesarios
para el establecimiento de la metilacion. DNMT3A y DNMT3B presentan los dominios PWWP y ADD.
DNMT3L solamente tiene el dominio ADD. Modificado de Jurkowska, et al., 2011.
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La metilacion del DNA en cancer

La metilacion del DNA se encuentra desregulada en enfermedades como el cancer!®#
(Figura 2), por lo que se le ha propuesto como un marcador de riesgo, actividad y
prondstico*>*. Se ha observado que las células cancerosas presentan una hipometilacion
global del DNA y una hipermetilacion local en unas regiones conocidas como islas CpG,
resultando en el silenciamiento y activacion transcripcional de cientos de genes entre los
cuales destacan los genes supresores de tumores y los oncogenes*’ . Un ejemplo es el gen
MGMT, el cual se localiza en el cromosoma 10q26 y codifica a una proteina encargada de la
reparacion de aductos en el DNA. La region promotora de este gen incluye una isla CpG y
puede activarse a través de factores transcripcionales. La pérdida de expresion de MGMT ha
sido reportada en diferentes tipos de cancer, incluyendo: glioblastoma, linfomas,
retinoblastoma, tumores de mama y prostata. 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 metilacién del promotor, los factores transcripcionales no
pueden reconocer su sitio de unién e iniciar la sintesis del transcrito®®. En el caso del
glioblastoma se ha observado que MGMT se encuentra metilado entre el 35 y el 45% de los
gliomas malignos (grados Il y IV) y el 80% de los gliomas grado II°'*2. Por este motivo, el
estado de metilacion de MGMT ha sido propuesto como un biomarcador importante en este
tipo de cancer. La evaluacion del estado de metilacion de MGMT ha sido importante como
marcador de prondstico, ya que aquellos pacientes que presentan metilacion en el promotor
de éste gen tiene una mejor respuesta al tratamiento con quimioterapia que incluyen agentes

alquilantes tienen derivando en una mayor supervivencia®> >4,
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Figura 2. Sitios que presentan metilacion del DNA en mamiferos. Los genes improntados, las secuencias
repetidas y los oncogenes son tres tipos de sitios que se encuentran metilados (la metilacion se sefiala con puntos
de color rojo) en células no neoplasicas. Los genes supresores de tumores, asi como la mayoria de los genes
con promotores que contienen islas CpG, no estan metilados. En las células neoplasicas, los genes improntados
pueden ser desmetilados en un alelo o ser metilados en ambos alelos (situacion no representada en el esquema)
mientras que las secuencias repetidas pueden ser desmetiladas. Algunos genes que se encuentran desmetilados
pueden ser metilados y silenciados transcripcionalmente, como ocurre con los genes supresores de tumores.
Finalmente, algunos genes que se encontraban metilados pueden ser desmetilados como sucede con los
oncogenes. Modificado de Prokhortchouk y Defossez, 2008.

Las islas CpG

Definicion e importancia de las islas CpG

Las islas CpG son sitios en el genoma de vertebrados que se caracterizan por tener
una longitud de entre 200 y 1,000 pares de bases (pb) con un contenido de C+G del 60% y
una frecuencia de CpGs (observado/esperado) mayor de 0.6°>°¢. Las islas CpG son
secuencias de DNA no metilado y se ha demostrado que el 60 - 70% de los promotores de
genes constitutivos y aproximadamente el 40% de los genes tejido-especificos estan

contenidos en estas regiones™-’.
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Las islas CpG han sido clasificadas en tres tipos en funcién de su localizacion
genomica:
1. Islas CpG localizadas en regiones asociadas con el sitio de inicio de la
transcripcion.
2. Islas CpG localizadas en regiones intragénicas.

3. Islas CpG localizadas en regiones intergénicas.

Una de las funciones mas importantes de las islas CpG es la regulacion de la expresion
del gen inmediato a ella>®. No obstante, estas regiones también desempefian otras funciones.
Se ha observado que las islas CpG localizadas en regiones intragénicas han sido relacionadas
con la regulacion del proceso de splicing alternativo®® mientras que las que se localizan en

regiones intergénicas tienen funciones estructurales®.

Regiones promotoras

Definicion de promotor

La transcripcion debe ser regulada a niveles diferentes debido a que la ejecucion de
los procesos biologicos necesita una regulacion génica espacio-temporal precisa. La
iniciacion es uno de los pasos donde hay una mayor regulacion®'. Los genes que codifican

para proteinas y los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa II (RNA Pol II) y
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generalmente estos genes poseen dos elementos reguladores de la transcripcidon que actiian

en Cis: el promotor y los elementos reguladores distales.

El promotor se compone por dos secciones: el nucleo y la region proximal. El nucleo
del promotor es la secuencia minima necesaria para que el complejo pre-iniciador de la
transcripcion (PIC) sea reclutado, la RNA Pol II se una y la transcripcion inicie®?. Esta
secuencia comprende el sitio de inicio de la transcripcion (TSS) y se extiende
aproximadamente 35 nucledtidos rio arriba y rio abajo. Por otro lado, el promotor proximal
se encuentra inmediatamente cercano al sitio de inicio de la transcripcion (generalmente de -
250 a +250 nucledtidos con respecto al TSS). En este sitio se reclutan factores de
transcripcion especificos, activadores y represores. Asimismo, existen otros reguladores
distales de la transcripcion tales como las regiones de control del locus (LCR), los
silenciadores, insulators y enhancers®!. Los componentes genéticos no acttan solos ya que

componentes epigenéticos también participan en la regulacion génica.

Los componentes epigenéticos estan asociados con regiones promotoras

La transcripcion no depende solamente de los elementos genéticos sino que también
depende de los elementos epigenéticos. La arquitectura de la cromatina en las regiones
promotoras favorece la transcripcion, ya que se caracteriza por presentar a las variantes de
histonas H3.3 y H2A.Z%. Estas variantes presentan poca estabilidad en comparacion con la
H3 y H2A canénicas®, lo que facilita la apertura de la cromatina, el acceso de la RNA Pol 11

a la region promotora y el inicio de la transcripcion.
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Ademas de contar con la presencia de una isla CpG>’, algunas regiones promotoras
poseen otros elementos epigenéticos asociados con la apertura de la cromatina y el inicio de
la transcripcion. Entre ellos se encuentran las modificaciones post-traduccionales de las
histonas tales como la acetilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me) y la trimetilacion

de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3)®°.

Las islas CpG y su asociacion con promotores

La densidad de las islas CpG en la que se pueden encontrar los promotores se divide
en alta, intermedia y baja>’. Los promotores con alta densidad de islas CpG se encuentran en
aproximadamente el 65% de los promotores y se caracterizan por encontrarse no metilados
en condiciones normales y ser silenciados principalmente por metilaciéon del DNA. Los
promotores con densidad intermedia se encuentran en el 12% de los promotores y han sido
poco estudiados. La represion transcripcional de estos genes se da por medio de la metilacion
del DNA y las modificaciones post-traduccionales de las histonas. Finalmente, los
promotores con densidad baja se encuentran en el 23% de los promotores y generalmente se
encuentran hipermetilados. No obstante, la metilacion no afecta su expresion ya que la

represion transcripcional se da por modificaciones post-traduccionales de las histonas®’.
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Los microRNAs (miRNAs)

Definicion de microRNAs

Los microRNAs (miRNAs) son genes que transcriben RNAs de cadena sencilla con
un tamafio de 18 a 22 nucledtidos y tienen la capacidad de regular la expresion génica®-’.
Los miRNAs se unen por complementariedad de bases a las regiones no traducidas del
extremo 3’ (3 UTR) del RNA mensajero (mRNA) blanco induciendo la inhibicion de su
traduccion y su degradacion®® 7’ Los miRNAs son capaces de expresarse de manera ubicua,

tejido-especifica e incluso temporal dependiendo de la etapa del desarrollo en la que se

encuentre la célula o el tejido”!.

El microRNA miR-125b1

El miR-125b1 pertenece a la familia miR-125, la cual esta formada por los miRNAs
miR-125a, miR-125b1 y miR-125b2"2. En humano, el miR-125b1 es un miRNA que se
expresa de manera ubicua y presenta su expresion mas alta en cerebro y ovario, seguidos de
la glandula tiroides, glandula pituitaria, epididimo, bazo, testiculos, prostata, utero, placenta

e higado”.

El gen del miR-125b1 se localiza en el cromosoma 11g24.1 y una de sus funciones

principales es la regulacién de genes involucrados en la apoptosis’, ciclo celular’ y
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proliferacion’®. Este miRNA tiene como blancos génicos a BAK1”’, ERBB2 y ERBB3"%, p537°

y a factores transcripcionales como EST1” y Myc’S, entre otros.

La desregulacion de los miRNAs por medio de defectos genéticos y epigenéticos ha
sido relacionado con el desarrollo de cancer®’. Cabe mencionar que algunos miRNAs pueden
desempeiiar el papel de gen supresor de tumores u oncogen dependiendo del contexto en el

que se encuentren®!-82,

El miR-125b1 se encuentra desregulado en una amplia variedad de tumores®®. El
aumento significativo de su expresion se ha observado en varios tipos de cancer tales como

prostata®®, tiroides® e higado®. La disminucion significativa de su expresion se ha visto en

89,90 90,91

vejiga®’, osteosarcoma®®, glioma’, ovario®?° ymama

En 2012 se observo que el miR-125b1 cuenta con una isla CpG asociada a su region
promotora. En lineas celulares de cancer de mama, el silenciamiento transcripcional de este
miRNA se debe a la ganancia de marcas represivas de histonas y metilacion del DNA. En
lineas no neoplasicas, el miR-125b1 es protegido de la metilacion por una proteina conocida

como CTCF*,
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CTCF

La proteina CTCF se localiza principalmente en el nucleo celular y se estima que es
capaz de unirse a 77,000 sitios génicos de 19 lineas celulares®?. Se ha observado que CTCF
recluta proteinas reguladoras a través de su dominio de union al DNA compuesto por 11
dedos de zinc. En lugar de utilizar diferentes combinaciones de los dedos de zinc®, se ha
demostrado que CTCF recluta proteinas con los dedos de zinc 1 a 3, reconoce la secuencia
del DNA a la cual debe unirse con los dedos 4 a 7 y se estabiliza uniéndose con secuencias
aleatorias del DNA con los dedos 9 a 11%*. Las proteinas que pueden ser reclutadas por CTCF
incluyen las proteinas de union a DNA, remodeladoras de la cromatina y las que poseen
multiples funciones®. Asimismo, CTCF actia como insulator y participa en la formacién de
interacciones cromatinicas de largo alcance, bloqueo de enhancers y regulacion de la
activacion o la represion de promotores”®®’ (Figura 2). Estas funciones dependen del contexto

en el que CTCF se encuentre y de las interacciones que establezca con otras proteinas”?%,

En el proceso de desmetilacion del DNA, se ha descrito que la 5-metilcitosina puede
sufrir un proceso de oxidacion que genera una molécula conocida como 5-

hidroximetilcitosina (ShmC). La 5hmC es producida por las enzimas Ten Eleven

99-102

Translocation (TET), las cuales pueden desmetilar el DNA de manera activa o pasiva!®~

195 La hidroximetilacion del DNA podria formar nucleosomas labiles y facilitaria la  unién

106

de diversos factores de transcripcion *°. Recientemente se ha descubierto que CTCF participa

en la hidroximetilacion del DNA al interaccionar con las TET'?. Este fenomeno es relevante

debido a que CTCF no es capaz de unirse a regiones de DNA metilado”>!%8,
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En el proceso de metilacion del DNA, se ha observado que CTCF puede formar un
complejo con la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1) y la DNMTI1. CTCF se une a
PARPI, la cual se activa y afiade grupos ADP-ribosa a DNMT1. DNMT]1 se inactiva y no
puede realizar su funcién de metiltransferasa, por lo tanto, las regiones CpG del DNA estan

libres de metilacion'%-111

y se puede llevar a cabo la transcripcion génica.

La funcion de insulator que presenta CTCF evita el silenciamiento de regiones
promotoras y otros elementos reguladores impidiendo la propagacion de la metilacion!!? y
modificaciones de las histonas asociadas con silenciamiento'!® (Figura 3), es por ello que se
ha propuesto que la desregulacion de CTCF podria derivar en el silenciamiento epigenético

de genes (como genes supresores de tumores) y contribuir al desarrollo de cancer.

Heterocromatina Eucromatina Heterocromatina

(1) (i1) (1i1) (iv) (1)

2 H3K27ac
Q\XED  H3K4mel \ H3K4me3

; Gen activo

. Modificaciones de cromatina inactiva

Figura 3. CTCF y la regulacion de la cromatina. Los sitios de union de CTCF se encuentran en las regiones
que separan a los dominios transcripcionalmente activos de los inactivos (i). CTCF también puede unirse a
regiones donde se encuentren enhancers (ii) y promotores génicos (iv) para fomentar su union y permitir la
transcripcion del gen blanco o para impedir su interaccion e inhibir la transcripcion (iii).
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CTCF-L (BORIS)

CTCF-Like (CTCF-L) es un gen paralogo de CTCF generado a partir de una
duplicacion génica!'*. En mamiferos, el 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 N
y C- terminal tienen un porcentaje menor del 35%. Estas diferencias explicarian por qué

realizan funciones diferentes ain cuando comparten el dominio de 11 dedos de zinc!'!*.

CTCF-L codifica a la proteina conocida como Brother of the Regulator of the
Imprinted Sites (BORIS). BORIS presenta 23 isoformas (transcritas a partir de los tres

)!15:116 que se conforman por extremos N- y C-

promotores alternativos que presenta el gen
alternativos combinados con un numero variable de dedos de zinc en el dominio de union al

DNA y su abundancia varia entre células germinales y tumorales!!’.

En un inicio se sugeria que CTCF-L se expresaba unicamente en testiculo
(especificamente en espermatocitos primarios) durante el desarrollo de la linea germinal
masculina donde participa en el restablecimiento de marcas de metilacion durante la
diferenciacion!!>!!811 Estudios posteriores demostraron que los niveles de transcripcion de
CTCF-L son bajos comparados con los de CTCF en el resto de las células somaticas'*’ pero

121

los niveles de proteina son facilmente detectables en el nucléolo'?! y el ciclo celular'?.

BORIS esta implicado en el inicio de la serie de eventos de metilacion en la linea

germinal masculina por lo cual se ha considerado que su desregulacion puede ser importante
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123,124

para el desarrollo de cancer ya que esta proteina estd presente en diferentes tipos de

tumores y lineas celulares cancerosas!!>!18:125:126

CTCF y BORIS pueden estar desempefiando un papel diferente en el establecimiento
de la metilacion. El ejemplo mas claro es el gen improntado mas estudiado: el factor de
crecimiento insulinico tipo 2 (Igf2) cuya expresion es alelo-especifica y solamente se da en
el alelo derivado del padre!?6'%. Localizado rio abajo de Igf2 esta el gen H19, el cual se

expresa solamente en el alelo derivado de la madre!3%!3!

. La expresion improntada de
Igf2/H19 depende de la region de control de impronta (ICR) y un insulator localizado entre
estos dos genes'!*. El ICR es metilado durante la espermatogénesis, especificamente
marcando el alelo derivado del padre!'*2. CTCF se une al ICR en el alelo derivado de la madre,

el cual no esta metilado''*

. CTCEF realiza varias funciones que incluyen impedir la metilacion
del ICR"* 13 bloquear el acceso de 1gf2 a un enhancer rio abajo (lo cual resulta en el
silenciamiento de I1gf2 en cis)!**!¥7 y la activacion simultanea de la expresion de H19'*% Por
su parte, BORIS se une al ICR metilado derivado del padre!!® a través de su dominio de dedos
de zinc permitiendo la activacion de Igf2. De esta manera, CTCF evita que se establezcan las

marcas de metilacion mientras que BORIS establece dichas marcas en el ICR durante la

gametogénesis''* (Figura 4).
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Figura 4. CTCF y BORIS regulan el funcionamiento del locus 1gf2/H19. BORIS y CTCF se unen al ICR a
través del dominio de dedos de zinc aunque actuan 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.

Debido al porcentaje de identidad que presentan CTCF y BORIS se ha propuesto 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 pues ha sido detectado en
varios tumores y lineas celulares cancerosas. Ha existido cierta controversia sobre el papel
de BORIS en cancer. Se ha sugerido que BORIS es capaz de ocupar sitios de union de CTCF

y permitir el desarrollo de cancer!'®

. Varios estudios apoyan esta hipotesis debido a que se
ha observado que BORIS se une a los promotores y se ha asociado con la expresion de ciertos
genes que provocan cancer de testiculo'*®!%°, Hines y colaboradores reportaron que BORIS
no se encontraba ni en tumores y ni en la mayoria de las lineas celulares de céncer de
mama'“’. No obstante, la deteccion de BORIS en diferentes tipos de cancer comenzé a

documentarse!!%117:120:125.126.138,139,141-143 1 5 gobre-expresion de CTCF-L se correlacioné con

la hipometilacion de su promotor en pacientes con cancer de testiculo, prostata y tejidos
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125,141,142

epiteliales de ovario mientras que la pérdida parcial de metilacion se detectd en

cancer de ovario, colon, pulmén y lineas celulares de leucemia!!®!13°,

Muchos de los estudios se han enfocado en analizar la expresion de CTCF-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, donde la abundancia de la proteina correlaciond con el tamafio del tumor!'#*!44,
También se encontrd que la proteina se presentaba en el nucleo y citoplasma de lineas
celulares de cancer de mama e, interesantemente, activaba los promotores de los genes
propios de los receptores de estrogeno y progesterona'®. La unién de BORIS a regiones
promotoras podria favorecer el silenciamiento génico por medio de los dedos de zinc,
interactuando con proteinas relacionadas con la metilacion del DNA®. Esto sugiere que
BORIS también podria participar en el establecimiento de la metilacién ya que una de sus
funciones es restablecer las marcas de metilacion durante la diferenciacion de la linea

germinal masculina!!>!18119,
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ANTECEDENTES

CTCF se encuentra involucrado en la regulacion de la region promotora del miR-
125b1 y su disociacion de esta region resulta en la metilacion y la pérdida de expresion de
este miRNA en lineas celulares de cancer de mama®’. El gen paralogo de CTCF codifica para
una proteina conocida como BORIS y se ha propuesto que podria ocupar los mismos sitios
de unién de CTCF debido a que comparten el dominio de 11 dedos de zinc'*. BORIS ha

sido asociado con el establecimiento de la metilacion!'>!18:119

y su unién a regiones
promotoras favoreceria su silenciamiento génico al actuar en conjunto con las DNMTs de
novo. Las DNMTs son proteinas que participan en el establecimiento y el mantenimiento de
la metilacion en mamiferos y se ha sugerido que éstas pueden ser dirigidas a regiones
especificas del genoma a través de interacciones con otras proteinas y reprimir la
transcripcion de un gen especifico mediante la metilacion del DNA. Antecedentes del
laboratorio mostraron que BORIS se encuentra unido al promotor del miR-125b1 en la linea

celular neoplasica MCF7, por lo tanto, se sugiere que esta proteina estd involucrada en la

pérdida de expresion del miR-125b1, cuya region promotora se encuentra metilada.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
(La presencia de BORIS vy las metiltransferasas de novo DNMT3A y DNMT3B y la
metiltransferasa de mantenimiento DNMT1, fomentan la pérdida de expresion del miR-

125b1 en lineas celulares neoplasicas de mama?
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HIPOTESIS

La presencia de BORIS y las metiltransferasas de novo DNMT3A y DNMT3B y la
metiltransferasa de mantenimiento DNMTT1 en la region promotora del miR-125b1 fomenta
su pérdida de expresion en lineas celulares neoplasicas de mama en comparaciéon con una

linea celular no neoplésica.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la presencia de BORIS y las metiltransferasas de novo DNMT3A vy

DNMT3B y la metiltransferasa de mantenimento DNMT1 en la regién promotora del miR-

125b1.

Objetivos particulares

1. Evaluar la expresion del transcrito maduro del miR-125b1 en lineas celulares
neopldasicas y no neoplasica de mama.

2. Determinar el estado de metilacion de la region promotora del miR-125b1 en lineas
celulares neoplasica y no neoplésicas de mama.

3. Determinar la localizacion de CTCF, BORIS, DNMT3A, DNMT3B y DNMT]1 en

lineas celulares neoplésicas y no neoplasicas de mama.
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4. Evaluar la expresion de CTCF, CTCF-L, DNMT3A, DNMT3B y DNMT1 en lineas
celulares neoplasicas y no neoplasicas de mama.

5. Determinar la presencia de las proteinas CTCF, BORIS, DNMT3A, DNMT3B y
DNMT1 en la region promotora del miR-125b1 en lineas celulares neoplasicas y no

neoplésica de mama.
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METODOLOGIA

PCR en tiempo real (RT-PCR) con sondas TagMan.

Con el objetivo de evaluar la expresion del transcrito maduro del miR-125b1, se
realiz6 RT-PCR cuantitativo con sondas TagMan (Applied Biosystems, nimeros de catalogo
ID002378 para el miR-125b1 ¢ ID001093 para U6) en una linea celular no neoplasica(MCF
10A) y tres lineas neoplasicas (MCF7, MDA-MB-231 y HeLa). Los anélisis se realizaron

por triplicado en tres experimentos independientes.

PCR sensible a metilacion (MS-PCR).

La disminucion de la expresion del miR-125b1 se ha relacionado con la metilacion de
la isla CpG que contiene a la region promotora de este miRNA. Con el propodsito de
determinar el estado de metilacion del DNA de la regién promotora de este miRNA, se
realiz6 la modificacion de DNA con bisulfito de sodio para andlisis de metilacion y PCR
sensible a metilacion (MS-PCR) en las cuatro lineas celulares. Los andlisis se realizaron por
triplicado en tres experimentos independientes y se analizaron por el método de doble delta

Ct (AACY).
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Inmunofluorescencias de las proteinas CTCF y BORIS.

Con el objetivo de evaluar la localizacion de CTCF y BORIS se utilizaron dos
anticuerpos primarios (que reconocen a la proteina de interés) y dos anticuerpos secundarios
(que se encuentran marcados por el fluoréforo y reconocen a los primarios) en la misma
célula. Estos experimentos se conocen como inmunofluorescencias dobles y se realizaron en
la linea celular no neoplasica MCF 10A vy las lineas celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-

231 y Hela.

Por otra parte, con el objetivo de determinar la localizacion de DNMT3A, DNMT3B
y DNMT1 se realizaron inmunofluorescencias en la linea celular no neoplasica MCF 10A y

las lineas celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-231 y HeLa.

Los analisis se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes. Las
figuras muestran imagenes representativas de los resultados. Las inmunofluorescencias se
observaron en el microscopio Zeiss Axio Imager A2 (Carl Zeiss®, nimero de catidlogo
490022-0007-000) y las imagenes se analizaron con el software AxioVision 4.8 (Carl

Zeiss®, nimero de catilogo, 410130-2302-000).

RT-PCR cuantitativo.

Con el propdsito de evaluar la expresion de CTCF, CTCF-L, DNMT3A, DNMT3B y

DNMT1 se realiz6 un ensayo de RT-PCR cuantitativo en muestras de DNA complementario
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(cDNA) provenientes de una linea no neoplasica (MCF 10A) y tres lineas neoplasicas
(MCF7, MDA-MB-231 y HeLa). Los analisis se realizaron por triplicado en tres

experimentos independientes.

Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP).

Con el proposito de evaluar la presencia de CTCF, BORIS, DNMT3A, DNMT3B y
DNMT]1 en la region promotora del miR-125b1 se realizé una inmunoprecipitacion de la
cromatina (ChIP) en la linea celular no neoplasica MCF 10A y las lineas celulares
neoplésicas MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. Las muestras se analizaron por PCR en punto
final. Los analisis se realizaron por triplicado técnico. Se muestran imagenesrepresentativas

de los resultados.
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RESULTADOS

Estudio de la expresion relativa del transcrito maduro del miR-125b1 por RT-PCR

cuantitativo con sondas TagMan.

Los datos mostraron que la expresion del miR-125b1 disminuyo en las tres lineas

celulares neoplasicas en comparacion con la linea celular no neoplasica (Figura 5A).

Estudio del estado de metilacion de la region promotora del miR-125b1 por PCR

sensible a metilacion (MS-PCR) en cuatro lineas celulares.

Los resultados mostraron que la region promotora del miR-125b1 se encuentra no
metilada (U) en la linea celular MCF 10A mientras que se encuentra metilada (M) en las
lineas celulares MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. Una muestra de DNA metilado in vitro (IVD)
(Zymo Research®, ntimero de catdlogo E2010) fue utilizada como control positivo (Figura

5B).

En conclusion, la expresion del miR-125b1 disminuy6 en las tres lineas celulares
neoplasicas en comparacion con la linea celular no neoplasica, encontrandose una relacion

entre el estado de metilacion y su expresion.
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Figura 5. Expresion relativa del transcrito maduro del miR-125b1 y estado de metilacion de su region
promotora. A. Evaluacion de la expresion del transcrito maduro del miR-125b1en la linea celular no neoplasica
MCEF 10A (barra blanca) y las tres lineas celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-231 y HeLa (barras negras)
por medio de RT-PCR cuantitativo con sondas TagMan utilizando a U6 como RNA de expresion constitutiva.
De acuerdo a la prueba t de Student *** p <0.001 y ** p < 0.01 indican diferencias significativas entre MCF
10A y las tres lineas neoplésicas mientras que * p < 0.5 indica diferencias no significativas entre MCF7 y MDA-
MB-231. B. Evaluacion del estado de metilacion de la regién promotora del miR-125blen las mismas lineas
celulares. Una muestra de DNA metilado in vitro (IVD) fue utilizada como control positivo.
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Estudio de la presencia y la localizacion de las proteinas CTCF y BORIS por medio de

inmunofluorescencias en cuatro lineas celulares.

En MCF 10A se observé que CTCF esta presente en el nticleo y ausente en el nucléolo
mientras que BORIS se localiza principalmente en el nucleolo. En las tres lineas celulares
neoplasicas, CTCF esta presente en el nicleo y ausente en el nucléolo. No obstante, BORIS

se localizo tanto en el nucleolo como en el nucleo (Figura 6).

En conclusion, CTCF presenta una localizacion nuclear mientras que BORIS una

localizacion nuclear y nucleolar en las tres lineas celulares neoplasicas.

Empalme

BORLS sin DAPI

Acercamiento

MCF 10A

MCF7

«
0
=
z
<
a
=

HeLa

Figura 6. Localizacién y presencia de las proteinas CTCF y BORIS. Inmunofluorescencias dobles de CTCF
y BORIS en las lineas celulares MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. EI DNA se tifi6 con DAPI, CTCF
se muestra en color rojo (AlexaFluor® 568) y BORIS en color verde (AlexaFluor ® 488).
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Determinacion de la expresion relativa de los genes CTCF y CTCF-L por medio de

RT-PCR cuantitativo en cuatro lineas celulares.

Los datos mostraron que CTCF present6 un mayor nivel de expresion en las lineas
celulares MDA-MB-231 y MCF7 en comparacion con MCF 10A. Cabe destacar que existen
diferencias de expresion entre estas dos lineas celulares neoplasicas de mama donde los
niveles de MCF7 se encontraron por debajo de los de MDA-MB-231. No obstante, no se
observaron diferencias de expresion significativas de CTCF en la linea celular HeLa en
comparacion con la linea celular MCF 10A (Figura 7). Por otra parte, CTCF-L también tuvo
un incremento en su expresion en las tres lineas celulares neoplasicas en comparacion con la

linea celular no neoplasica (Figura 8).

En conclusion, CTCF aument6 su expresion dos veces en MCF7 y seis veces en
MDA-MB-231 en comparacion con la linea no neoplasica MCF 10A, mientras que HeLano
present6 diferencias. Por su parte, CTCF-L se encontr6é incrementado 600 veces en MCF7,

2,700 veces en MDA-MB-231 y 1,300 veces en HeLLa en comparacion con MCF 10A.
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Figura 7. Expresion relativa de CTCF. Evaluacion de la expresion de CTCF en la linea celular no neoplésica
MCF 10A (barra blanca) y las tres lineas celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-231 y HeLa (barras negras)
por medio de RT-PCR cuantitativo utilizando a GAPDH como gen de referencia. De acuerdo a la prueba t de
Student *** p <0.001 y ** p < 0.01 indican diferencias significativas entre MCF 10A, MCF7 y MDA-MB-231
mientras que * p < 0.5 indica diferencias no significativas entre MCF 10A y HelLa. También se muestran
diferencias significativas entre MCF7 y MDA-MB-231.
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Figura 8. Expresion relativa de CTCF-L. Evaluacion de la expresion de CTCF-L en la linea celular no
neoplasica MCF 10A (barra blanca) y las tres lineas celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-231 y HeLa (barras
negras) por medio de RT-PCR cuantitativo utilizando a GAPDH como gen de referencia. De acuerdo a la prueba
t de Student *** p < 0.001 indica diferencias significativas entre MCF 10A y las tres lineas neoplasicas.
También se muestran diferencias significativas entre MCF7 y MDA-MB-231.
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Estudio de la presencia y la localizacion de las proteinas DNMT3A, DNMT3B y DNMT1
por medio de inmunofluorescencias y estudio de la expresion relativa de los genes

DNMT3A y DNMT3B por medio de RT-PCR cuantitativo en cuatro lineas celulares.

DNMT3A se localiz6 en el nucleo de MCF 10A vy las tres lineas celulares neoplésicas
(Figura 9). DNMT?3B no se detect6 en el ntiicleo de MCF 10A pero si se localizo en el nucleo
de las tres lineas neoplasicas (Figura 11). De igual manera se evalud a la metiltransferasa de
mantenimiento DNMT1 y se observéd que esta presente en el ntiicleo de MCF 10A vy las tres

lineas celulares neoplasicas (Figura 13).

En conclusion, DNMT3A, DNMT3B y DNMT1 son proteinas con localizacion

nuclear las cuales se encuentran presentes en las tres lineas celulares neoplésicas.

Se ha sugerido que la expresion de las metiltransferasas de novo aumenta en células
neoplasicas. Con el propdsito de determinar la expresion de DNMT3A y DNMT3B (que
codifican a las metiltransferasas de novo) se realizd6 RT-PCR cuantitativo en una linea celular
no neoplasica (MCF 10A) y tres lineas neoplasicas (MCF7, MDA-MB-231 y HeLa). Los

analisis se realizaron por triplicado en tres experimentos independientes.

Los resultados mostraron que DNMT3A se sobreexpresa en las tres lineas celulares
neoplésicas en comparacion con la linea celular no neoplésica (Figura 10). DNMT3B también
se sobreexpreso en las tres lineas neoplédsicas en comparacion con la linea no neoplasica

(Figura 12), sugiriendo que la expresion de las metiltransferasas de novo aumenta en cancer.
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Asimismo, se analizar6 la expresion de DNMT1 (que codifica a la metiltransferasa de
mantenimiento) y se observo un aumento de expresion en las lineas celulares MCF7 y MDA -
MB-231 en comparacion con la linea celular MCF 10A. Cabe destacar que no existen
diferencias de expresion entre estas dos lineas celulares neoplésicas de mama. En contraste,

no se observaron diferencias de expresion en la linea celular HeLa (Figura 14).

En conclusion, DNMT3A y DNMT3B se sobreexpresan en las tres lineas celulares
neoplésicas. Por su parte, DNMT1 aumenta su expresion en las lineas celulares neoplasicas
MCF7 y MDA-MB-231 mientras que en la linea celular HeLa no presenta diferencias al

compararse con la linea no neoplasica MCF 10A.
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Figura 9. Localizaciéon y presencia de la proteina DNMT3A. Inmunofluorescencias de DNMT3A en las
lineas celulares MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. El DNA se tifid con DAPI mientras que DNMT3A
se muestra en color verde (AlexaFluor® 488).
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Figura 10. Expresion relativa de DNMT3A. Evaluacion de la expresion de DNMT3A en la linea celular no
neoplasica MCF 10A (barra blanca) y las tres lineas celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-231 y HeLa (barras
negras) por medio de RT-PCR cuantitativo utilizando a GAPDH como gen de expresion constitutiva. De
acuerdo a la prueba t de Student *** p <0.001 indica diferencias significativas entre MCF 10A y las tres lineas
neoplasicas. También se muestran diferencias significativas entre MCF7 y MDA-MB-231.
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Figura 11. Localizacion y presencia de la proteina DNMT3B. Inmunofluorescencias de DNMTB en las
lineas celulares MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. El DNA se tifi6 con DAPI mientras que DNMT3B
se muestra en color verde (AlexaFluor® 488).
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Figura 12. Expresion relativa de DNMT3B. Evaluacion de la expresion de DNMT3B en la linea celular no
neoplasica MCF 10A (barra blanca) y las tres lineas celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-231 y HeLa (barras
negras) por medio de RT-PCR cuantitativo utilizando a GAPDH como gen de expresion constitutiva. De
acuerdo a la prueba t de Student *** p < 0.001 indica diferencias significativas entre MCF 10A y las tres lineas
neoplasicas mientras que ** p <0.01 indica diferencias significativas entre MCF7 y MDA-MB-231.
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Figura 13. Localizacion y presencia de la proteina DNMT1. Inmunofluorescencias de DNMTT en las lineas
celulares MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. El DNA se tifid con DAPI mientras que DNMT1 se
muestra en color verde (AlexaFluor® 488).
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Figura 14. Expresion relativa de DNMT1. Evaluacion de la expresion de DNMT1 en la linea celular no
neoplasica MCF 10A (barra blanca) y las tres lineas celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-231 y HeL a (barras
negras) por medio de RT-PCR cuantitativo utilizando a GAPDH como gen de expresion constitutiva. De
acuerdo a la prueba t de Student ** p < 0.01 indica diferencias significativas entre MCF 10A, MCF7 y MDA-
MB-231 mientras que * p < 0.05 indica diferencias no significativas entre MCF 10A y HeLa. También se
muestras diferencias no significativas entre MCF7 y MDA-MB-231.
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Estudio de la presencia de las proteinas CTCF, BORIS, DNMT3A, DNMT3B y DNMT1
en la region promotora del miR-125b1 por medio de inmunoprecipitacion de la

cromatina (ChIP) en cuatro lineas celulares.

En el gel de agarosa se observd la amplificacion del miR-125b1 en las muestras
correspondientes al Input (una muestra de DNA que no fue inmunoprecipitada) diluido al
0.1%, 1% y 10% y las muestras inmunoprecipitadas con los anticuerpos correspondientes a
CTCF, BORIS, DNMT3A, DNMT3B, DNMT]1, la trimetilacion de la lisina 9 de la histona
3 (H3K9me3), IgG que es el control positivo ya que es una amplificacion de DNA no
asociado a la inmunoprecipitacion y el control negativo de la reaccion de PCR en punto final
(Figura 15). La curva de amplificacion con diluciones conocidas y crecientes (0.1%, 1% y
10%) de Input se realizd para demostrar la eficiencia de amplificacion de los oligonucleotidos

y verificar la ausencia de saturacion en la reaccion de PCR.

Posteriormente se realizd el andlisis por densitometria de las imagenes de los geles
de agarosa con el programa ImageJ (National Institutes of Health, version 1.49). Las muestras
fueron normalizadas con el control de IgG (valor igual a 1) por lo que los valores mayores a

1 indican la presencia de la proteina en la region de interés.

Los resultados mostraron que el gradiente de Input se realizé de manera adecuada. En
la linea celular MCF 10A, se observo que CTCF esta presente de la region promotora del
miR-125b1. BORIS tiene menor presencia en comparacion con CTCF, DNMT3A, DNMT3B
y DNMTT no estan presentes mientras que la H3K9me3 (una marca de silenciamiento que

se observa en regiones de DNA metilado) no esté presente (Figura 16).
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Los resultados en la linea MCF7, CTCF esta ausente de la region promotora del
miRNA. BORIS, DNMT3A, DNMT1 y H3K9me3 predominan en dicha region. No se

observo la presencia de DNMT3B (Figura 17).

En la linea MDA-MB-231, se observé que CTCF no se encuentra en la region
promotora del miR-125b1. BORIS, DNMT3B, DNMT1 y H3K9me3 se encuentran en dicha

region. No se observo la presencia de DNMT3A (Figura 18).

En la linea HeLa, se observo que CTCF estd ausente de la region promotora del

miRNA. BORIS, DNMT3A, DNMTI1 y H3K9me3 predominan en dicha region. No se

observo la presencia de DNMT3B (Figura 19).
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Figura 15. Presencia de las proteinas CTCF, BORIS, DNMT3A, DNMT3B y DNMT1 en la region
promotora del miR-125b1 en las lineas celulares MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y HelLa.
Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) donde se determind que CTCF se encuentra presente en la region
promotora del miR-125b1 en la linea celular no neoplasica MCF 10A. En contraste, se observo que BORIS,
DNMT3A, DNMT3B, DNMTI1 y H3K9me3 se encuentran en la region promotora del miR-125b1 en las lineas
celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-231 y HeLa.
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Figura 16. Cuantificacion por densitometria para evaluar la presencia de las proteinas CTCF, BORIS,
DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 y la marca de silenciamiento H3K9me3 en la region promotora del miR-
125b1 de la linea celular MCF 10A. Analisis por densitometria donde se determiné el gradiente de Input, la
presencia de CTCF y BORIS y la ausencia de DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 y H3K9me3 en la region
promotora del miR-125b1 de la linea celular MCF 10A. También se muestra el control positivo de IgG y el
control negativo de la reaccion de PCR punto final. Las muestras fueron normalizadas con el control de IgG.
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Figura 17. Cuantificacion por densitometria para evaluar la presencia de las proteinas CTCF, BORIS,
DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 y la marca de silenciamiento H3K9me3 en la region promotora del miR-
125b1 de la linea celular MCF7. Analisis por densitometria donde se determiné el gradiente de Input, la
ausencia de CTCF y DNMT3B vy la presencia de BORIS, DNMT3A, DNMT1 y H3K9me3 en la region
promotora del miR-125b1 de la linea celular MCF7. También se muestra el control positivo de IgG y el control
negativo de la reaccion de PCR punto final. Las muestras fueron normalizadas con el control de IgG.
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Figura 18. Cuantificacion por densitometria para evaluar la presencia de las proteinas CTCF, BORIS,
DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 y la marca de silenciamiento H3K9me3 en la regién promotora del miR-
125b1 de la linea celular MDA-MB-231. Andlisis por densitometria donde se determind el gradiente de Input,
la ausencia de CTCF y DNMT3B y la presencia de BORIS, DNMT3A, DNMT1 y H3K9me3 en la region
promotora del miR-125b1 de la linea celular MDA-MB-231. También se muestra el control positivo de IgG y
el control negativo de la reaccion de PCR punto final. Las muestras fueron normalizadas con el control de IgG.
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Figura 19. Cuantificacion por densitometria para evaluar la presencia de las proteinas CTCF, BORIS,
DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 y la marca de silenciamiento H3K9me3 en la regiéon promotora del miR-
125b1 de la linea celular HeLa. Analisis por densitometria donde se determiné el gradiente de Input, la
ausencia de CTCF y DNMT3B vy la presencia de BORIS, DNMT3A, DNMT1 y H3K9me3 en la region
promotora del miR-125b1 de la linea celular HeLa. También se muestra el control positivo de IgG y el control
negativo de la reaccion de PCR punto final. Las muestras fueron normalizadas con el control de IgG.
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DISCUSION

La metilacion del DNA es uno de los mecanismos epigenéticos de regulacion génica
mas importantes en mamiferos. El establecimiento de la metilacion se realiza por medio de
las DNA metiltransferasas, entre las cuales destacan la DNMT1 (involucrada en el
mantenimiento de la metilacion), la DNMT3A y la DNMT3B (involucradas en el
establecimiento de patrones nuevos de metilacion). Los errores en el establecimiento o
mantenimiento de la metilacion provocan el desarrollo de diferentes enfermedades, entre las
cuales se encuentran diferentes tipos de cancer, donde se ha observado una hipometilacion

global del DNA y una hipermetilacion local de islas CpG.

Las islas CpG son secuencias de DNA no metilado presentes en cerca del 70% de los
promotores de genes constitutivos y aproximadamente el 40% de los genes tejido-
especificos®>’. La densidad de las islas CpG en la que se pueden encontrar los promotores
se divide en alta, intermedia y baja. Las islas CpG altas se han relacionado con promotores
de genes constitutivos, los cuales generalmente se encuentran no metilados. Por otra parte,
las islas CpG bajas se asocian con promotores de genes tejido-especifico las cuales,

aparentemente pueden encontrarse metiladas sin que se afecte su regulacion'4

. No obstante,
esta clasificacion depende de la naturaleza de la isla CpG, pero no toma en cuenta las
combinaciones diferentes de mecanismos epigenéticos que pueden participar en el proceso
de silenciamiento’”!*":148_ Por ejemplo, los promotores con una isla CpG alta frecuentemente
son silenciados por metilacion del DNA y la incorporacion de modificaciones de las histonas

asociadas con represion'*”14°. En contraste, las islas CpG intermedias y bajas son silenciadas

por modificaciones de las histonas asociadas con silenciamiento y no por metilacion del
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DNA'¥. De esta manera, las modificaciones de las histonas y la metilacion del DNA pueden
gjercer un efecto independiente y sus promotores blanco pueden definirse por la cantidad de

dinucledtidos CpG>7-146-148,

Laisla CpG del promotor de miR-125b1 se clasifica como una isla CpG alta y estudios
recientes han demostrado que se encuentra metilada en células tumorales de mama. La
disminucién de su expresion ha sido asociada con la metilacion de su isla CpG y la ganancia
de modificaciones de histonas asociadas con silenciamiento. De igual manera, se observo
que la represion transcripcional de este miRNA se debié a que su region promotora no
contaba con la presencia de la proteina CTCF*. La contribucion del presente trabajo fue
evaluar si BORIS es capaz de unirse a un sitio de unién propio de CTCF y observar la
presencia de las DNMTs de mantenimiento y de novo, sugiriendo que el silenciamiento del

miR-125b1 puede ser provocado por un mecanismo epigenético.

CTCF es una proteina que cuenta con un dominio de 11 dedos de zinc altamente
conservado en diferentes organismos, desde Drosophila melanogaster hasta humano!>%!°!,
Se han reportado 77,000 sitios de union de los cuales 46% se encuentran en secuencias
intergénicas, 22% en intronicas, 20% en regiones promotoras y 12% en exonicas’. Estos
datos sugieren que CTCF estd implicado en procesos celulares como: la regulacion de la
actividad de promotores, establecimiento de dominios génicos al interior del nucleo y
splicing alternativo®>%%!19%153 ~ Asimismo, se ha observado que CTCF esta implicado en la

organizacion de territorios cromosémicos por medio de la formacion de asas de cromatina!>*,
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A nivel local, CTCF se asocia con promotores de genes supresores de tumores como
BRCAL, p16, p53, Rb y el miR125-b1. En estas regiones, CTCF impide la propagacion de la
metilacion del DNA y las marcas represivas de histonas’®!46:155:156 A nivel global, esta
proteina puede mediar interacciones cromatinicas de largo alcance, permitiendo la regulacion
de la expresion génica de dominios completos. La disociacion de CTCF esta relacionada con
el silenciamiento génico por fendomenos epigenéticos como: la hipermetilacion local del
DNA en promotores génicos y ganancia de modificaciones post-traduccionales de las
histonas asociadas con represion transcripcional®®>14¢:157 E] gen improntado 1gf2/H19 es el
ejemplo mas claro sobre el establecimiento de metilacion del DNA. Se ha demostrado que la
unién de CTCF es impedir la propagacion de la metilacion'**!%8, Sin embargo, CTCF no es
el que origina el estado no metilado, sino que otros cofactores provocan que tenga preferencia
de union a ciertas regiones y/o se encarga de reclutar las proteinas involucradas en impedir
la propagacion de la metilacion®>!>*163. Por lo tanto, CTCF es un factor importante en la

regulacion génica.

CTCEF se caracteriza por su dominio de 11 dedos de zinc. En un principio se pensaba
que utilizaba combinaciones diferentes para unirse a la secuencia del DNA y reclutar
proteinas®. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que CTCF lleva a cabo estas

funciones con determinados dedos de zinc**. Es importante sefialar que CTCF no es capaz de

92,108

unirse a regiones de DNA metilado , por lo que CTCF debe valerse de mecanismos

diferentes para unirse al DNA y la hidroximetilacion del DNA podria formar nucleosomas
labiles que facilitarian la union de diversos factores de transcripcion, entre los cuales se

encontraria CTCF!%, Recientemente se ha descubierto que CTCF interacciona con las

99-102 03—

enzimas TET!", las cuales son capaces desmetilar el DNA de manera activa o pasiva'
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105 Asimismo, CTCF puede formar un complejo con PARP1 y DNMTI1. CTCF activa a
PARPI, la que a su vez inactiva a DNMT1 provocando que las regiones CpG del DNA estén

libres de metilacion'®11,

El gen CTCF cuenta con un paralogo conocido como CTCF-L, el cual codifica una
proteina llamada BORIS. Esta proteina posee el mismo dominio de 11 dedos de zinc pero
difieren en los extremos N- y C-. Se ha sugerido que esta diferencia seria la responsable de
determinar sus funciones celulares distintas. De manera interesante, CTCF y CTCF-L
presentan patrones de expresion mutuamente excluyentes en células normales. CTCF-L se
expresa en las células germinales masculinas y células de alto recambio (como en la
epidermis) mientras CTCF tiene una expresion ubicua en células somaticas. Datos recientes
han sugerido que BORIS tiene un papel importante en la expresion diferencial de los genes

improntados, la regulacion del centrosoma y la transcripcion nucleolar!?!:122.139.164,

BORIS esta implicado en el inicio de la serie de eventos de metilacion en la linea
germinal masculina, por lo cual se ha considerado que su desregulacion puede ser importante
para el desarrollo de cancer'>*!?*, Esto es debido a que CTCF y BORIS desempefian un papel
diferente en el establecimiento de la metilacion. CTCF se une al ICR no metilado del alelo
derivado de la madre en el gen improntado 1gf2/H19 ''* e impide su metilacién'**"13>. BORIS

118,123 3 través del dominio de dedos dezinc

se une ICR metilado del alelo derivado del padre
que también presenta CTCF. De esta manera, CTCF evita que se establezcan las

diferenciadas de metilacion mientras que BORIS establece dichas marcas en el ICR durante

la gametogénesis'!*

. De manera interesante, se ha observado que el ICR del alelo paterno es
metilado por las metiltransferasas de novo DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L!!4165-167,
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Aun no se sabe si CTCF y BORIS podrian estar compitiendo por los mismos sitios
de unién al DNA!S119168 v modificar la expresion de sus blancos génicos debido a que
presentan el mismo dominio de dedos de zinc. BORIS participa en el establecimiento de

HSH8.119 v §j actha junto con las metiltransferasas de novo, su unién a

patrones de metilacién
regiones promotoras favoreceria el silenciamiento génico. Esta hipdtesis se formulo a partir
de estudios que demostraron la presencia de BORIS en diferentes tipos de tumores y lineas

celulares cancerosas!!>!18:125:126

Los resultados referentes a la pérdida de expresion del miR-125b1 en las lineas
neoplasicas son congruentes con los reportados por Soto-Reyes y colaboradores, quienes
observaron que la disminucion de la expresion de este miRNA puede ser resultado de la
metilacion de su region promotora’®. CTCF impide la metilacién de dicha region, situacion
que podria explicar la pérdida de expresion de este miRNA en lineas celulares de cancer de

mamago .

La expresion de los genes CTCF y CTCF-L aumenté en las lineas celulares
neoplésicas en comparacion con la linea celular no neoplésica. El aumento de expresion de
CTCF se observo de manera particular en la linea celular MDA-MB-231. Estos resultados
son congruentes con los reportados por Docquier y colaboradores, quienes observaron que
CTCF tiene mayor expresion en la linea celular MCF7 en comparacion con MDA-MB-
231'°. Hay datos importantes en la literatura que han demostrado que CTCF presenta
modificaciones post-traduccionales importantes para que pueda llevar a cabo su funcion
celular normal, entre las cuales destaca la poli-ADP-ribosilacion. CTCF se presenta en dos
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formas, una de 180-kiloDaltones (kDa) (CTCF-180) y otra de 130-kDa (CTCF-130)'"°. La
poli-ADP-ribosilacion de CTCF-130 da origen a CTCF-180, la cual le confiere la funcion
tipo insulator que protege regiones en contra del silenciamiento mediado por componentes
represores epigenéticos!¢”!"!. 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!’’.

Respecto a CTCF-L existe discrepancia acerca de su expresion en neoplasias. El
grupo de Hines reportd que CTCF-L no se expresa en lineas celulares y tumores de mama

140,143

mientras que el grupo de D’Arcy reportd que este gen aumenta su expresion en este

tipo de céancer, resultados que concuerdan con los obtenidos en el presente trabajo.

La expresion de los genes DNMT3A y DNMT3B aument6 en las lineas celulares
neoplésicas en comparacion con la linea celular no neoplasica. Aun cuando se comprobd que
las dos proteinas muestran una distribucion dispersa a través del nucleo, se ha sugerido que
su localizacidén no esta asociada con los sitios de replicacion, incluso durante la fase de

sintesis!’?. Por otra parte, el aumento en la expresion de las DNMTs se ha reportado en

176,177 178

diferentes tipos de cancer como: colon'”, higado!”, leucemia!’”®, mama y prostata
Asimismo, el gen DNMT1 también aument6 su expresion en las lineas celulares neoplasicas,
resultado que concuerda con los reportes que establecen que DNMT1 aumenta su expresion

en cancer' %180,
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En estudios con fibroblastos humanos se observo el aumento en la expresion de
DNMT1 derivo en la hipermetilacion de islas CpG'®!, situacion que podria resultar en la
metilacion de promotores génicos. Cabe mencionar que la reduccion de su expresion impedia
el desarrollo de tumores'®*~!%, Por lo tanto, los efectos coordinados y acumulativos de las
tres metiltransferasas deben ser estudiados por su implicacion en el desarrollo del cancer.

Debido a que BORIS se asocia con el establecimiento de patrones de metilacion''4,
su unidn a regiones promotoras podria favorecer el silenciamiento génico. Parecer ser que
BORIS esta ocupando un sitio propio de CTCF en la region promotora del miR125-b1 en una
linea celular neoplasica. Una explicacion para este fendmeno seria la pérdida de CTCF enla
region promotora del miRNA® a la cual BORIS podria unirse. La metilacién 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®. Se ha sugerido que las DNMTs de novo pueden interactuar con factores tales
como complejos remodeladores de la cromatina para accesar a la cromatina e interactuar con
sus sitios blanco!®®, Cabe recordar que el ICR del alelo paterno en el gen improntado
Igf2/H19 es metilado por las metiltransferasas de novo DNMT3A, DNMT3B vy
DNMT3L!#1657167 y eg 1a region en la cual BORIS también se encuentra presente!!'*. Por lo
tanto, se puede sugerir que BORIS puede interactuar con las DNMTs aunque atin no se puede

establecer un modelo claro referente a si BORIS es quien recluta a las DNMTs o viceversa.

Se ha sugerido que BORIS debe presentarse en niveles comparables con CTCF para
ser capaz de competir por los mismos sitios de union'*’. Sin embargo, también existe la
posibilidad de que BORIS so6lo tiene que ocupar unos cuantos sitios de CTCF para provocar
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una desregulacion génica. Incluso podria haber una posibilidad de que BORIS pudiera
modificar la estructura de la cromatina como lo hace CTCF cuando establece dominios
cromatinicos. Esto es importante pues el 12% de las asas de cromatina mediadas por CTCF
contienen genes transcripcionalmente activos y marcas activadoras en la parte interna del asa
y marcas represivas en la parte externa. 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. El 19% de las asas contienen marcas relacionadas con a elongacion de la
cadena del DNA en un extremo externo del asa. El 31% de las asas contienen genes
transcripcionalmente activos y marcas activadoras en un extremo externo del asa y marcas
represivas en el otro. Finalmente, el 27% de las asas no poseen expresion génica o

modificaciones de histonas particulares'®’.

Respecto a la marca de silenciamiento H3K9me3, se ha demostrado que la proteina
UHRFI reconoce a H3K9 y permite el mantenimiento de la metilacion del DNA. Se ha
propuesto un mecanismo donde UHRF1 facilita el mantenimiento de la metilacion mediada
por DNMT]1 al unirse al DNA hemimetilado durante la replicaciéon semi-conservativa'®®,
DNMT3A y DNMT3B son inestables cuando no estdn interactuando fisicamente con la
cromatina**>’, Por lo tanto, se ha sugerido que su estabilidad y su actividad en el
establecimiento de la metilacion pueden asegurarse si son capaces de interactuar con otras
proteinas'®®. Por lo tanto, estas proteinas podrian mantener su estabilidad interactuando con
BORIS y participar en el establecimiento de la metilacion en los sitios de union de dicha

proteina.
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CONCLUSIONES

En este trabajo, se observo que el miR-125b1 disminuy6 su expresion en las lineas
celulares neoplasicas MCF7, MDA-MB-231 y HeLa en comparacién con la linea celular no
neoplasica MCF 10A. Este fendmeno se atribuye a que la region promotora de este miRNA
se encuentra metilada en las tres lineas celulares neoplésicas. Las proteinas CTCF, DNMT],
DNMT3A y DNMT3B tienen localizaciéon nuclear mientras que BORIS tiene localizacion
nuclear y nucleolar en las tres lineas celulares neoplésicas. No obstante, la expresion de los
genes que codifican a estas proteinas aumentd en las tres lineas celulares neoplésicas. Por
otra parte, CTCF estad ausente mientras que BORIS, DNMT3A, DNMT3B, DNMT1 y
H3K9me3 estan presentes en la region promotora del miR-125b1 de MCF7, MDA-MB-231
y HeLa. En contraste, CTCF esta presente en la region promotora del miR-125b1 en MCF
10A. Por lo tanto, se propone que un mecanismo epigenético es el responsable del

silenciamiento del miR-125b1.
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ANEXO 1

METODOLOGIA EN EXTENSO

Aislamiento de acidos nucleicos

Aislamiento de DNA en lineas celulares que crecen en monocapa

1.

2.

3.

10.

11.

Afadir 2 mL del Mix I (Tris 200mM pH 8.5 + NaCl 400mM) en la caja de cultivo.
Recuperar las células con un gendarme y transferirlas a un tubo Falcon de 15 mL.
Agregar el doble del volumen agregado inicialmente de Mix II (EDTA 10mM + SDS
0.4%).

Adicionar 50 pg de proteinasa K. Incubar a 37° C durante 30 minutos.

Agregar 2 volimenes de isopropanol al 100% y mezclar por inversion para que el
DNA se precipite.

Nota: Si la hebra de DNA no se forma adecuadamente, mezclar con ayuda de un rotor
a velocidad media durante 10 minutos.

Recuperar la hebra de DNA con una pipeta (con cuidado para no romperla).
Transferirla a un tubo Eppendorf de 1.5 mL.

Anadir 1 mL de etanol al 70%.

Centrifugar a 19,000 x g durante 1 minuto.

Retirar el sobrenadante. Dejar secar el pellet.

Resuspender en agua bidestilada estéril (aproximadamente 50 p 1 dependiendo del
tamano del pellet).

Cuantificar y ajustar la concentraciona 1 pg/pl.
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Nota: Si la muestra est4 viscosa (debido a una alta concentraciéon de DNA), incubar
a 37° C durante toda la noche.

12. Almacenar a -20° C.

Aislamiento de RNA en lineas celulares que crecen en monocapa

1. Retirar el medio de cultivo y lisar las células directamente en la caja de cultivo
mediante la agregacion de TRIzol (Ambion®, nimero de catdlogo 15596018).
Nota: La cantidad de TRIzol utilizado esta basada en el area del plato de cultivo (1
mL por 10 cm?) y no por el nimero de células presentes. El uso de una cantidad menor
de TRIzol podria provocar la contaminacion del RNA con DNA.

2. Mezclar el TRIzol varias veces con ayuda de una pipeta para despegar las células por
completo.

3. Transferir la mezcla de TRIzol con las células a un tubo Falcon de polipropileno de
15 mL.

4. Incubar durante cinco minutos a temperatura ambiente.

5. Agregar 200 pl de cloroformo por cada mL de TRIzol utilizado.

6. Agitar el tubo vigorosamente durante 15 segundos.

7. Incubar durante cinco minutos a temperatura ambiente.

8 Centrifugar a no mas de 14,000 x g a una temperatura de 4°C durante 15 minutos.
Después de la centrifugacion se obtienen tres fases: la fase superior es la fase acuosa,
la media es la fase de fenol-cloroformo y la inferior es la fase roja. El RNA se
encuentra exclusivamente en la fase acuosa.

9. Transferir la fase acuosa a un tubo Eppendorf de 1.5 mL.
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10. Anadir 500 pl de alcohol isopropilico por cada mL utilizado de TRIzol para favorecer
la precipitacion del RNA.

11. Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

12. Centrifugar a no mas de 14,000 x g a 4°C durante 10 minutos.
Nota: En ocasiones se puede observar el pellet con el RNA, si no es asi entonces se

deja un remanente pequenio en la parte inferior del tubo.

13. Remover el sobrenadante.

14. Lavar el pellet con 1 mL de etanol al 80% con agua libre de RNAsas.

15. Mezclar brevemente con ayuda de un vortex.

16. Centrifugar a 5,500 x g a 4°C durante cinco minutos.

17. Retirar el sobrenadante.

18 Dejar secar el pellet a temperatura ambiente.

19. Resuspender la muestra en 20 pl de agua DEPC.

20. Incubar a 60°C en un bafio maria durante 10 minutos.

21. Cuantificar la concentracion de RNA en el NanoDrop (NanoDrop Technologies®,
modelo ND-1000) y ajustara 1 pg/pl.

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

23. Almacenar a -20°C.

Determinacion de la integridad de RNA mediante un gel de formaldehido (FA) al
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 RNAsas.

3. Calentar el matraz en el horno de microondas para fundir la agarosa.
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4. Dejar enfriar para poder adicionar 1.8 mL de formaldehido al 37%.
S. Equilibrar en buffer 1X para el gel FA durante toda la noche o, por lo menos, durante

30 minutos antes de correr el gel.

Concentracion
200 mM
50 mM
10 mM

Volumen
100 mL
20 mL
880 mL

Volumen
16 ul
80 ul

720 ul
2 mL

3.084 mL
4 mL
10 mL

6. Cargar aproximadamente 200 ng de RNA por pozo.

7. Adicionar 2 pl de buffer de carga.

8. Llevar todas las muestras al mismo volumen con agua libre de RN Asas.
9. Incubar a 65°C durante cinco minutos.

10. Correr el gel FA a 95 volts durante 45 minutos.



Nota 1: Si la muestra presenta contaminaciéon con DNA entonces tratar con DNAsa.
Este tratamiento consiste en agregar 1 unidad de la enzima por cada p g de RNA,
incubar a 37°C durante una hora, agregar 2 ul de EDTA 50 mM e incubar durante 20
minutos a 65°C.

Nota 2: En el gel desnaturalizante de FA deben identificarse las subunidades 18S y

28S para comprobar la integridad de la muestra de RNA extraido.
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Inmunodeteccion de proteinas por microscopia fluorescente

Inmunofluorescencias en células que crecen en monocapa

1. Sembrar 100,000 células sobre cubreobjetos dispuestos en el fondo de cajas con
pozos. Dejar proliferar en la incubadora durante 24 horas.
Nota: Los cubreobjetos deberan ser radiados con luz ultravioleta para esterilizarlos y
evitar contaminacion.

2. Al dia siguiente, enjuagar cuidadosamente con PBS 1X.

3. Retirar el PBS 1X. Afiadir 1 mL de formaldehido al 4% para fijar las células.

4. Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

5. Hacer tres lavados con PBS 1X de cinco minutos cada uno.

6. Permeabilizar con 1 mL de Triton X-100 al 2%.

7. Hacer tres lavados con PBS 1X de cinco minutos cada uno.

8 Bloquear con 1 mL de suero bovino fetal al 1%.

9. Incubar durante 40 minutos a temperatura ambiente.

10. Diluir el anticuerpo primario en suero bovino fetal, afiadir 20 p 1 de la dilucion y
homogeneizar con un pedazo de parafilm cortado del tamafio del cubreobjetos.

11. Incubar durante 40 minutos a 37°C.

12. Hacer un lavado con PBS 1X, uno con Triton X-100 al 2% y dos lavados con PBS
1X de cinco minutos cada uno.

13. Diluir el anticuerpo secundario en suero bovino fetal, afiadir 20 p 1 de la dilucién y
homogeneizar con un pedazo de parafilm cortado del tamafio del cubreobjetos.

14. Incubar durante 40 minutos a 37°C.

15. Hacer tres lavados con PBS 1X de cinco minutos cada uno.
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16. Para montar los cubreobjetos sobre las laminillas y tefiir el DNA, agregar una gota de
medio de montaje (VECTASHIELD® con DAPI, Vector Laboratories®, numero de
catalogo H-1200), colocar un cubreobjetos sobre la gota y dejarlo caer con cuidado
para no formar burbujas. Apretar levemente con un papel para quitar el exceso de

medio de montaje y sellar las orillas del cubreobjetos con barniz de uias transparente.

Dejar secar para poder observar en el microscopio de fluorescencia.

~ Anti-BORIS Rata Abcam  abl11255 Monoclonal
_ 1:100 Ratén Santa sc-271514 Monoclonal
Cruz
_ 1:100 Conejo Santa sc-20703  Policlonal
Cruz
_ 1:100 Conejo Santa sc-20704  Policlonal
Cruz
_ 1:100 Cabra Santa sc-10222  Policlonal
Cruz
_ 1:200 Cabra anti- Invitrogen  A-11001 Policlonal
Raton
_ 1:200 Cabra anti- Invitrogen  A-11008 Policlonal
Conejo
_ 1:200 Conejo anti-  Invitrogen A-11078  Policlonal
Cabra
_ 1:200 Cabra anti- Invitrogen A-11004  Policlonal
Raton
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Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP)

1. Células. Cultivar las células en tres cajas de Petri (125 mm x 25 mm) hasta tener una
confluencia aproximada al 80%. Revisar que el volumen del medio de cultivo en cada
caja sea de 18 mL.

2. Reaccion de entrecruzamiento. Adicionar 2 mL de buffer de entrecruzamiento
directamente al medio de cultivo. El volumen total de cada caja deber ser de 20 mL
para que las células permanezcan en formaldehido al 1%. Agitar moderadamente

durante 10 minutos.

Concentracion
11%
100 mM
0.5 mM
50 mM

3. Detener la reaccion de entrecruzamiento. Adicionar 1 mL de glicina (2.5 M).

Agitar moderadamente durante cinco minutos.

Volumen

938 ¢

4. Lavado. Retirar el medio de cultivo y hacer tres lavados con PBS 1X frio de cinco

minutos cada uno.



PBS 1X (1 litro a pH 7.4)
Componente Volumen

NaCl 8¢

KCl 02¢g
Na:HPOq4 1.44
KH:PO4 024 ¢

5. Lisis. Remover el PBS, adicionar 1 mL de buffer de lisis con inhibidores de proteasas
(Cell Signaling, namero de catalogo 5871) a cada una de las cajas e incubar a 4°C
durante cinco minutos. Recuperar las células con un gendarme y pasarlas a un tubo

Falcon de 50 mL. Posteriormente, el tubo puede almacenarse a 4°C.

Buffer de lisis
Componente Concentracion
SDS 1%
EDTA (pH 8) 10 mM
Tris-HCI (pH 8) 50 mM

Agregar inhibidores de proteasas

6. Sonicacion. Colocar el tubo en un recipiente con hielo para mantenerlo frio y evitar
que genere espuma. El programa de sonicacion es de 30 segundos, pulso 5.0 — 3.0,
amplitud 37% utilizdndose el Ultrasonic Processor (GENEQ®, modelo GEX5000,
numero de catdlogo SOVC505-00). La cromatina sonicada puede almacenarse a 4°C
durante un periodo maximo de tres meses.

7. Evaluacion de la cromatina. Es necesario determinar el grado de fragmentacion de
la cromatina para que la inmunoprecipitacion pueda realizarse de manera eficiente.
El tamafo adecuado de los fragmentos de cromatina debe oscilar entre los 500 y 300
pares de bases (pb). Después de realizar la sonicacion, tomar 100 p I de muestra y

colocarla en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. Afiadir 0.5 p 1 de RNAsa A (5 mg/mL) e
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10.

incubar a 37°C durante una hora. Posteriormente, agregar de 2 a 3 pl de proteinasa K
(20 mg) e incubar a 65°C durante toda la noche.
Estandarizacion de la cromatina. Llevar las muestras a 300 p 1 con agua destilada.
Agregar 300 p 1 de fenol-cloroformo y mezclar cada una de las muestras con ayuda
de un voértex durante cinco minutos (o hasta no observar una bicapa y adquirir una
mezcla de color blanco). Centrifugar a 17,000 x g durante 10 minutos a 4°C.
Recuperar el sobrenadante con una pipeta y colocar en un tubo nuevo teniendo
cuidado de recuperar solamente la primera fase (fase acuosa). Repetir el
procedimiento dos veces mds. Posteriormente, agregar un volumen de etanol frio al
100%, 0.66 volumenes de acetato de amonio (5M) y 1 u 1 de glucdégeno (20 mg).
Guardar la muestra a -20°C durante toda la noche o a -80°C durante dos horas. Cargar
la muestra en un gel de agarosa al 1% para evaluar que el tamafio de la cromatina se
encuentre entre los 500 y 300 pares de bases (pb).
Nimero de células por inmunoprecipitacion. La inmunoprecipitacion de la
cromatina se realizd con el OneDay ChIP Kit (Diagenode®, nimero de catalogo
C01010081). Se necesita usar el mismo nUmero de células en cada
inmunoprecipitacion. Se necesita un millon y medio de células como minimo y dos
millones como méaximo en 60 pl por cada inmunoprecipitacion.
Inmunoseleccion. Este paso consiste en la adicion del anticuerpo a la cromatina
sonicada.

a. Preparar el ChIP buffer 1X y almacenar a 4°C.

b. Colocar en hielo la cromatina sonicada, el inhibidor de proteasas y los

anticuerpos que van a ser usados en el ChIP.
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Afadir 12 mL de ChIP buffer 1X en un tubo Falcon de 15 mL (uno por cada
inmunoprecipitacion). Mantener los tubos en hielo.

. Agregar 25 pl de inhibidores de proteasas a 5 mL de ChIP buffer 1 X (volumen
necesario para realizar 20 inmunoprecipitaciones).
Repartir la cromatina en tubos Eppendorf de 1.5 mL. Afadir 280 p 1 de la
solucion del paso anterior a cada tubo. Mezclar con ayuda de un vortex
durante cinco segundos a potencia media.
Mantener en hielo el resto de la cromatina pues correspondera a la muestra
del Input.

. Anadir 4 pg de anticuerpo a cada inmunoprecipitacion. Mezclar con ayuda de
un vortex durante cinco segundos a potencia media.

Nota: La cantidad de anticuerpo a utilizar dependera de la calidad del mismo.

Anticuerpo Origen  Marca  Numero de Tipo

catalogo
Anti-BORIS Rata Abcam abl111255  Monoclonal
Anti-CTCF Conejo  Millipore 07-729 Policlonal
Anti-DNMT3A  Raton Abcam ab13888 Monoclonal
Anti-DNMT3B  Raton Abcam ab13604 Monoclonal
Anti-DNMT1  Conejo Diagenode CS-077-100  Policlonal

h. Incubar durantel6 horas (toda la noche) durante a 4°C en un rotor girando a
velocidad media.

Nota: El tiempo de incubacion dependera de la calidad del anticuerpo.
Durante la inmunoseleccion se realizara el lavado de las perlas. Tomar 840 ul
de perlas (volumen necesario para realizar 20 inmunoprecipitaciones) y

transferirlos a un tubo Falcon de 15 mL. Agregar 10.5 mL de ChIP buffer 1X
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e invertir el tubo dos veces. Centrifugar a 500 x g durante tres minutos a 4°C.
Remover el sobrenadante sin perturbar el pellet. Realizar un lavado mas.

jo  Tomar 500 pl de perlas lavadas y repartirlos en tubos Eppendorf de 1.5 mL.

k. Centrifugar a 500 x g durante dos minutos a 4°C. Revisar que todos los tubos
tengan la misma cantidad de perlas. Quitar el sobrenadante sin perturbar el
pellet de perlas y mantener los tubos en hielo. Las perlas estan listas para
realizar la inmunoprecipitacion de la cromatina.

I.  Después de la incubacidn para la inmunoseleccion, centrifugar los tubos que
contienen los complejos anticuerpo-cromatina a 14,000 x g durante 10
minutos a 4°C.

11. Inmunoprecipitacion. Este paso consiste en la adicion del complejo anticuerpo-
cromatina y su inmunoprecipitacion con ayuda de las perlas.

a. Transferir 250 p 1 del sobrenadante del paso anterior al tubo que contiene las
perlas sin pertubar el pellet ya que contiene los agregados inespecificos.

b. Incubar durante una hora a 4°C en un rotor girando a velocidad media.

c. Durante la inmunoprecipitacion se realizara la precipitacion del Input. Tomar
6 1 1 de input y afiadir 30pl de etanol al 100%. Incubar en hielo durante 10
minutos. Centrifugar a 10,000 x g durante 10 minutos a 4°C. Remover el
sobrenadante sin perturbar el pellet. Agregar 50 pl de etanol al 75% al pellet.
Centrifugar a 10,000 x g durante 10 minutos a 4°C. Removerel sobrenadante
sin perturbar el pellet. Dejar secar el pellet dejando abierta la tapa del tubo.
Nota: 6 p 1 de cromatina sonicada corresponden al 10% de la cantidad

utilizada por cada inmunoprecipitacion.

70



d. Después de la incubacién para la inmunoprecipitacion, afiadir 1 mL de ChIP
buffer 1X a los tubos que contienen los complejos anticuerpo-cromatina-
perlas. Invertir los tubos dos veces.

e. Centrifugar durante dos minutos a 500 x g a 4°C.

f. Remover el sobrenadante sin perturbar el pellet.

g. Anadir 1 mL de ChIP buffer 1X a los tubos que contienen los complejos.

h. Resuspender la muestra y transferirla a los tubos Falcon de 15 mL con 12 mL
de ChIP buffer 1X (paso 10c).

i. Incubar en hielo durante cinco minutos.

j- Centrifugar durante tres minutos a 500 x g a 4°C. Al finalizar, revisar que el
pellet de perlas esté presente en el fondo de cada tubo.

k. Remover 12 mL de buffer, de esta manera, aproximadamente 1 mL de buffer
quedara en el tubo.

. Resuspender la muestra y transferirla a tubos Eppendorf de 1.5 mL.

m. Centrifugar durante dos minutos a 500 x g a 4°C. Al finalizar, revisar que el
pellet de perlas esté presente en el fondo del tubo.

n. Remover el sobrenadante sin perturbar el pellet.

Nota: A partir de este punto se trabajara a temperatura ambiente y con puntas
con filtro.
12. Purificacion del DNA. Este paso consiste en purificar el DNA recuperado a partir de
la cromatina inmunoprecipitada.
a. Poner agua a hervir.

b. Resuspender el pellet del input (paso 11c) en 100 pl de agua.
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Afadir 100 nl de DNA purifing slurry a las perlas y al Input. Invertir los tubos
dos veces.

Nota: Mezclar el DNA purifing slurry de manera constante mientras se aflade
a las muestras.

. Incubar las muestras en agua hirviendo durante 10 minutos.

Durante la incubacién de las muestras, programar un bafio en seco a 37°C.
Colocar la RNAsa A y la proteinasa K en hielo.

Después de la incubacion, esperar que las muestras se enfrien.

Anadir 1 p I de RNAsa A. Mezclar durante dos segundos con ayuda de un
vortex a potencia media.

. Incubar las muestras en un bafio en seco durante una hora a 37°C en agitacion.
Una vez transcurrido el tiempo, afadir 1 pul de proteinasa K. Mezclar durante
dos segundos con ayuda de un vortex a potencia media.

Incubar las muestras en un bafio en seco durante una hora a 55°C en agitacion.
Nota: La incubacion con proteinasa K puede dejarse toda la noche.

. Una vez transcurrido el tiempo, incubar las muestras en agua hirviendo
durante 10 minutos.

Centrifugar durante un minuto a 14,000 x g a 4°C.

. Transferir 70 pl del sobrenadante a un tubo Eppendorfde 1.5 mL.

. Anadir 130 pl de agua al pellet.

Mezclar durante 10 segundos con ayuda de un vortex a potencia media.
. Centrifugar durante un minuto a 14,000 x g a 4°C.
. Recuperar 130 p 1 del sobrenadante y mezclarlo con el sobrenadante anterior

(paso 12m).
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Nota: El volumen total de la muestra es de 200 pl.
r. Almacenar a -20°C.
13. Analisis de las muestras por PCR punto final.

a. Agregar por cada reaccion de PCR:

— N
T =
—

0.2 pl

0.1l
9.7 ul
Sul
20 pl

'miR-125b1 FWD Promotor ~ 1:10 =~ GGGATCAGGTGACCAGAGA 58 38 161
| miR-125b1 RVS | Promotor  1:10  GCGTGTTGCTCTCAAGGAAT 58 38 161

—_
=l =
_——
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Lineas celulares

Se utilizaron dos lineas celulares de cancer de mama y una linea no transformada:
MCF7, MDA-MB-231 y MCF 10A, respectivamente. Las primeras dos lineas fueron
cultivadas con medio RPMI 1640 (GIBCO®, nimero de catdlogo 11875-119) adicionado
con 10% de suero fetal bovino (GIBCO®, niimero de catdlogo 10270-106) y 1% de
antibidtico/antimicético (GIBCO®, niimero de catalogo 15240-062). La linea celular MCF
10A fue cultivada con medio DMEM/F12 en dilucion 3:1 (GIBCO®, nlimero de catalogo
11320-082) adicionado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO®, numero de catdlogo
10270-106), 2 mM de L-glutamina (GIBCO®, numero de catalogo 25030-032), 1% de
antibidtico/antimicotico (GIBCO®, nimero de catidlogo 15240-062), 10 ng/mL de EGF
(factor de crecimiento epidermal) (Invitrogen®, niimero de catdlogo PHGO311L), 120
mu/mL de insulina recombinante humana (Sigma Aldrich®, niimero de catalogo 13536-
100MG) y 1 p g/mL de hidrocortisona (Sigma Aldrich®, niimero de catalogo H4001-25G).
Por otra parte, también se utilizo la linea celular HeLa correspondiente a cancer de cérvix.
Esta linea fue cultivada con medio DMEM (GIBCO®, niimero de catadlogo 11995-073)
adicionado con 10% de suero fetal bovino (GIBCO®, ntimero de catdlogo 10270-106) y 1%
de antibidtico/antimicético (GIBCO®, nlimero de catdlogo 15240-062). 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 cinco subtipos: luminal A, luminal

B, HER2, basal y sin clasificar (Tabla 1). Las lineas celulares MCF 10A y MDA-MB-231 se
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han clasificado como subtipo basal mientras MCF7 se considera como un subtipo luminal A

(Tabla 2).

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 metdastasis nodal. El subtipo basal se presenta en pacientes jovenes, se asocia con
metastasis en 6rganos viscerales y tiene un pronostico pobre!'®®. Se considera que un tumor
no se puede clasificar cuando tiene una correlacion baja con los subtipos anteriores y la

definicion de genes no es uniforme!'®.

Subtipo ER y/o PR Sobre-expresion EGFR y/o CK5/6

de HER2
Luminal A + - +0 -
Luminal B + + +0-
HER2 - i +0-
Basal - - +

Sin clasificar

Tabla 1. Definicion de cada subtipo basado en la expresion molecular del receptor de estrogenos (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).

Linea celular ER PR HER2 CKS5/6 EGFR Ki-67 AR Subtipo

MCF 10A 0 0 0-1+ + 2+ 3000 O Basal
MCF7 6 6 0-1+ - 1+ 90% 7 Luminal A
MDA-MB-231 0 0 0-1+ - 1+ 100% 8 Basal

Tabla 2. Definicion del subtipo molecular en base a los patrones de expresion de ER, PR, HER2, CK5/6,
EGFR, Ki-67 y el receptor de andrdgenos (AR) por analisis inmunohistoquimico en las lineas celulares
MDA-MB-231, MCF7 y MCF 10A. Para ER, PR y AR se utiliz6 la puntuacion Allred; para HER 2 yEGFR
se usd la puntuacion para HER2; para CK5/6 toda tincion citoplasmica se considerd 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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Analisis de metilacion del DNA

Modificacion de DNA con bisulfito de sodio para analisis de metilacion

1 La modificacion de DNA con bisulfito de sodio para el analisis de metilacion se
realizd con el EZ DNA Methylation Kit (Zymo Research®, numero de catalogo
D5002). Afiadir 5 p 1 de M-Dilution Buffer a la muestra de DNA y ajustar con agua
el volumen total a 50 ul. Mezclar la muestra pipeteando arriba y abajo.

2 Incubar la muestra a 37°C durante 15 minutos.

3 Anadir 100 pl de CT Conversion Reagent a cada muestra y mezclar.

4 Incubar la muestra en oscuridad a 50°C de 12 a 16 horas.

§ Incubar la muestra en hielo durante 10 minutos.

6 Anadir 400 p 1 de M-Binding Buffer a una columna Zymo-Spin® IC. Colocar la
columna en un tubo de recuperacion.

7 Cargar la muestra (obtenida en el paso 5) en la columna Zymo-Spin® IC con M-
Binding Buffer. Invertir el tubo para mezclar.

8 Centrifugar a velocidad méxima durante 30 segundos. Descartar el sobrenadante.

9 Afadir 100 p 1 de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugar a 14,000 x g durante 30
segundos.

10 Agregar 200 p 1 de M-Desulphonation Buffer a la columna e incubar a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, centrifugar a 14,000 x
g durante 30 segundos.

1L Anadir 200 p I de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugar a 14,000 x g durante 30

segundos. Agregar otros 200 p1 de M-Wash Buffer y centrifugar durante 30 segundos.
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2 Colocar la columna aun tubo Eppendorfde 1.5 mL. Afadir 10 ul de M-Elution Buffer
directamente al filtro de la columna. Centrifugar durante 30 segundos a velocidad
maxima para eluir el DNA.

B Almacenar a -20°C.

Metilacion in vitro de DNA

1. Para la metilacion in vitro de DNA se utilizo CpG Methylase (M. Sssl) (Zymo
Research, nimero de catalogo E2010). Agregar por cada reaccion de metilacion in

vitro de DNA:

2. Incubar a 30°C durante dos horas.

3. Incubar a 65°C durante 20 minutos para inactivar la enzima.

PCR sensible a metilacion (MS-PCR)

1. Agregar por cada reaccion de MS-PCR:




0.5ul
0.5ul
0.15pl
18.85 ul
I pl
25 ul

:1 TGGTGTATCGTTTTTTGTTTTC 62

:10 ACCCATTCGAAACGAAAC 62 45 270

:10 ATTTGGTGTATTGTTTTTTGTTTTT 62 45 270
1:10 CTCACCCATTCAAAACAAAAC 62 45 270
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Reaccion de retrotranscriptasa reversa para la obtencion de cDNA

1. Para la obtencién del cDNA se utilizd6 el GeneAmp RNA PCR Kit (Applied
Biosystems®, nimero de catdlogo N808-0017). Agregar por cada reaccion de

retrotranscripcion:

. Mg  4pl 5 mM
10X Buffer llparaPCR 2yl 1X
. dAaTP | 2yl I mM
-~ dcre 0 2yl I mM
. derP 2y I mM
- arre 2yl 1 mM
- Inhibidores de RNAsas ~ 1pl 1U/ul
~ Transcriptasareversa 1yl 2.5U/pl
- Oligod(Tys 1yl 2.5 uM
- RNA 1p <1pg
. ®mo 2y

" Volumen final " 20ul

2. Programar el termociclador a 42°C durante 30 minutos (temperatura Optima para la
enzima), 99°C durante 5 minutos (inactivacion de la enzima) y 5°C durante 5
minutos.

3. Cuantificar el cDNA en el NanoDrop y diluirlo para que el cDNA de todas las
muestras se encuentre a la misma concentracion (20 ng/pl).

4. Almacenar a -20°C.

~J

9



PCR cuantitativo en tiempo real (QRT-PCR)

1. Proteger el SYBR-Green (Fermentas®, nimero de catdlogo K0222) de la reaccion de
la luz.

2. Agregar por cada reaccion de PCR:

GAGAAGCCATTCAAGTGTTCCAT

85 pben
cDNA
399 pb en
DNA
Exon5-6 1:1

(e

CTCCAGTATGAGAGCCGAATGTGA 62 45

Exon5-6 1:1

(e)

AAAACCTTCCGTACGGTCACTCT 62 45 84 pb en
cDNA
3,093 pb en
DNA
Ex6n5 -6 1:1

(e

TGTTGCAGTCGTTACACTTGTAGG 62 45

Exo6n 18 — 1:10 CAATGACCTCTCCATCGTCAAC 65 45 89 pb en
19 cDNA
278 en
DNA
Exo6n 18 — 1:10 CATGCAGGAGGCGGTAGAA 65 45
19
Exo6n 19 — 1:10 CCATGAAGGTTGGCGACAA 65 45 69 pb en
20 cDNA
1,027 en
DNA
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Ex6n 19 —
20
Exo6n 33

Exo6n 33

Exon 5

Exo6n 5

1:10

1:10

1:10

1:50

1:50

TGGCATCAATCATCACTGGATT

CGGTTCTTCCTCCTGGAGAATGTCA

CACTGATAGCCCATGCGGACCA

TGCACCACCAACTGCTTAGC

GGCATGGACTGTGGTCATGAG

81

65

63

62

62

45

45

45

45

45

101 pb en
cDNA
101 en
DNA

95 pb en
cDNA
95 epb en
DNA



Reaccion de retrotranscriptasa reversa para la obtencion de cDNA con sondas

TaqMan

1 Usarde I a 10 ng de RNA total por cada 15 pul de reaccion.

2 Descongelar los oligonucledtidos y los componentes del kit TagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems®, numero de catdlogo 4366596) en
hielo. Mezclar gentilmente con ayuda de un vortex y bajar la muestra con una
nanofuga.

3 Agregar por cada reaccion de Master Mix:

0.15 ul
I pl
1.50 pl
0.19 ul
4.16 pl
7 ul

4 Cada 15 p 1 de reaccion de retrotranscripcion comprenderan de:
7 ul de Master Mix.
3 plde oligonucledtidos.
5 pl de muestra de RNA.
5§ Mezclar gentilmente con un vortex y bajar la muestra con una nanofuga.

6 Incubar en hielo durante 5 minutos.

7 Establecer el programa siguiente en el termociclador:
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1. Proteger los componentes de la reaccion de la luz.

2. Mezclar el TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems®, nimero de
catalogo 4304437) muy suavemente con la punta de una pipeta y sin resuspender.

3. Por cada reaccion de PCR agregar:

Il
1.33 ul
10ul
7.67 ul
20 ul

4. Establecer el programa siguiente en el termociclador:

9600 emulation
20 pl
Paso AmpliTaq Gold Enzyme Activation PCR
HOLD: 40 ciclos
Desnaturalizacion: 10 minutos a 95°C
Anidado: 15 segundos a 95°C
Extension: 60 segundos a 60°C
Default (0)
Default (Estandar)
Default (60°C)
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