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Resumen

El gen CTCF posee un gen paralogo conocido como CTCF-Like, que
codifica a la proteina BORIS. Este gen se expresa principalmente en
espermatocitos, en tejidos de alto recambio como la epidermis y de manera
anormal en diferentes neoplasias, donde se ha sugerido que participa en la
regulacion transcripcional de multiples genes. Actualmente se desconocen a
detalle los genes regulados por BORIS en cancer. En cancer de ovario la
sobreexpresion de CTCFL se ha relacionado con una menor sobrevida y mal

pronaostico.

En el presente trabajo, con el objetivo de identificar los genes regulados
directa o indirectamente por BORIS, utilizamos microarreglos de expresion y PCR
cuantitativa en ceélulas derivadas de cancer de ovario deficientes y con presencia

endogena de BORIS.

Encontramos que BORIS participa en la regulacién transcripcional de
multiples genes, entre ellos las mucinas MUC1, MUC16, el IncRNA MALAT1y AR;
los cuales han sido ampliamente utilizados como biomarcadores de metastasis y
progresion en cancer. Asimismo, la disminucion de BORIS esta relacionada con la
regulacion transcripcional de RNAs no codificantes como SNORDs, SNORAs vy

SCARNAs, y de genes involucrados en las vias de EGFR, HIF y Beta cateninas.

Nuestros datos proponen que BORIS podria tener una participacion
relevante en cancer de ovario, donde esta proteina podria ser un novedoso

biomarcador de prondstico.



Abstract

The CTCF gene has a paralog gene known as CTCF-Like, which encodes
the BORIS protein. This gene is mainly expressed in spermatocytes, in tissues of
high renewal rate such as epidermis and is abnormally expressed in different
neoplasms, where it can participate in the transcriptional regulation of multiple
genes. Currently, the genes regulated by BORIS in cancer are not fully known. In
ovarian cancer, CTCFL overexpression has been associated with decreased

survival and poor prognosis.

The aim of the present study was to identify genes regulated by BORIS
directly or indirectly, by using expression microarrays and quantitative PCR in

ovarian cancer-derived cells with deficient and endogenous presence of BORIS.

We found that BORIS is involved in the transcriptional regulation of multiple
genes, including mucins, such as MUC1, MUC16, the IncRNA MALAT1 and AR;
which have been widely used as metastasis and progression biomarkers in cancer.
Furthermore, the decrease of BORIS is related with the transcriptional regulation of
non-coding RNAs such as SNORDs, SNORAs and SCARNAs, and genes involved

in the EGFR, HIF and Beta catenin pathways.

Our data suggest that BORIS could have a relevant participation in ovarian

cancer be and could novel prognostic biomarker.



Introduccion

Los mecanismos epigenéticos son esenciales en el desarrollo normal de un
individuo y en el mantenimiento de los patrones de expresidén de un tejido; estos
mecanismos incluyen la metilacion del DNA, modificaciones postraduccionales de
histonas, RNAs no codificantes y la organizacion tridimensional de la cromatina

dentro del ndcleo’.

En cancer, la activacion o represion de oncogenes y de genes supresores
de tumor ha sido un mecanismo ampliamente estudiado?. Sin embargo, la
participacion de la maquinaria epigenética es reconocida como un factor
fundamental en el desarrollo del cancer. Cambios en estos mecanismos pueden
derivar en funciones celulares alteradas como la transformacion maligna en
cancer®. Un ejemplo de lo anterior es la proteina CTCF, la cual participa en la
activacion y represion transcripcional mediando la organizacién tridimensional de
la cromatina. CTCF participa en procesos normales de la célula y su alteracion en

cancer ha sido ampliamente estudiada®®.

El gen CTCF y su paralogo CTCFL (que codifica para la proteina BORIS)
forman una familia génica que codifican para factores nucleares que regulan la
transcripcion génica7'8. Ambas proteinas son de especial interés ya que se ha
observado que en cancer sus funciones se encuentran alteradas, tal es el caso del

gen TP53 regulado por CTCF®.



1.1 CTCF

El gen CTCF codifica para una proteina ubicua presente en vertebrados con
multiples funciones, como la represion y activacion transcripcional®, como
proteina insulator'’ en impronta'?, en la inactivacién del cromosoma X'* y en la
arquitectura u organizacion tridimensional de la cromatina dentro del nucleo

mediante la formacion de asas'*"®.

CTCF tiene un dominio central con 11 dedos de zinc (ZF) y dominios N-y
C-terminales. Los ZF le permiten a la proteina reconocer sitios especificos del
DNA vy los dominios terminales participan en el reclutamiento de proteinas en

conjunto con los ZF'®.

1.1.1 Interaccion CTCF-DNA

Las multiples funciones de CTCF estan dadas por su versatilidad para
reconocer varios sitios en el genoma utilizando el dominio de 11ZF. Wang y
colaboradores en el 2012 identificaron que CTCF tiene aproximadamente 77,811
sitios de union (CTCF sites, CTSs), de los cuales 27,662 estan representados en
18 diferentes lineas celulares y 50,149 son variables'’. De estos sitios, el 44.6%
se encuentra en intrones, 37.6% en zonas intergénicas, 12.1% en promotores,
3.1% en exones y 2.6% en UTRs' (Figura 1A), indicando que CTCF seconoce
sitios en el genoma altamente variables. Con el propésito de identificar de mejor

manera los sitios de unién de CTCF, se realizaron experimentos de inmunoprecipi-
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tacion de la cromatina y secuenciacion masiva (ChlP-seq), los cuales muestran un
motivo “core” de ~20 pb'%; sin embargo, existe una gran variabilidad en la
secuencia de nucledtidos en este motivo a lo largo de todo el genoma, por lo que

no se tiene definida una secuencia consenso para los CTSs'%%°.

Dada la gran variabilidad de sitios que son reconocidos por CTCF, se ha
hecho un esfuerzo por entender con mayor profundidad el mecanismo de como
CTCEF utiliza sus 11ZF para interaccionar con el DNA, proponiendo asi un modelo
conocido como el “cédigo CTCF”'®. Este modelo derivé de experimentos donde
mutaciones o deleciones, en uno o varios ZF, provoca que CTCF no pueda unirse

alos CTSs'%?",

Estudios posteriores usando datos de ChlP-seq mostraron que la unién de
CTCF esta dada por un motivo core (presente en el 80% de los CTSs) que es
reconocido por los ZF 4-7. Ademas, existe un motivo adyacente rio arriba,
reconocido por ZF 9-11 que estabiliza la unién. Y finalmente, en algunos CTSs se
encuentra un motivo rio abajo que disminuye la afinidad de CTCF a los sitios
blanco (Figura 1C). Cuando el motivo rio arriba no esta presente, los ZF 1-2
ayudan a la estabilizacién de la interaccion CTCF-DNA, a este modelo se le

conoce como “silla de caballo”'® (Figura 1D).

Por lo tanto, entender el mecanismo por el cual, CTCF y proteinas con
funciones similares a ésta, reconocen sus sitios de unién ha sido una limitante en
el estudio de la regulacion transcripcional, al igual que su participacion en la

regulacion tejido-especifico.



1.1.1.1 Metilacion del DNA

Uno de los factores que influyen en el reconocimiento de una secuencia en

el DNA mediada por CTCF es la metilacion del DNA.

Inicialmente se propuso que, dado que los CTSs son ricos en los
nucledtidos guanina y citosina, la metilacion de estos podria influenciar su
interaccion con CTCF'2. Actualmente se sabe que la interaccion CTCF-DNA es
sensible a metilacion: cuando los CTSs se encuentran metilados, CTCF pierde
afinidad por el DNA' (Figura 1B). Este fenémeno es comUn en secuencias a las

que CTCF se une de manera tejido-especifica'’.

De manera interesante, la relacion entre la metilacion del DNA y CTCF
ocurre de manera bidireccional: la metilacion influye en la capacidad de unién de
CTCF (mencionado anteriormente), y CTCF también regula la metilacion del DNA
en los sitios en los que se encuentra. Esto ultimo ocurre mediante la activacion de
la Poli(ADP-ribosa) Polimerasa 1 (PARP1), que a su vez inactiva a la DNA metil
transferasa 1 (DNMT1), con lo que se favorece el manteniendo de los sitios CpGs

no metilados?> 4,

1.1.1.2 Interaccion CTCF-RNA

Por otro lado, se ha demostrado que CTCF no solamente es capaz de
interaccionar con el DNA usando sus ZF, sino que también tiene capacidad de
unidén a RNA. Saldafna-Meyer et al. (2014) reportaron que CTCF utiliza los ZF 10 -
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11 en conjunto con el dominio C-terminal de la proteina (RNA binding region,
RBR)ZS. Ademas, el modelo de “silla de caballo” propone que los ZF 9-11 se
asocian con un segundo dominio rio arriba, presente unicamente en el 15% de los
sitios; por lo tanto, en el 85% de los sitios, CTCF tiene libres estos mismos ZF que
podrian potencialmente participar en interacciones adicionales con RNA. Las
interacciones CTCF-RNA podrian participar en la formacion de complejos
multiméricos, mediante el RBR; sin embargo, aun no queda claro si algunas asas
de cromatina formadas por CTCF estan mediadas por RNA y la importancia
biolégica de estas interacciones en la regulacion de la transcripcion aun es

desconocida.

1.1.2 Funciones de CTCF

El mecanismo principal por el cual CTCF puede llevar a cabo sus distintas
funciones es debido a su capacidad de union con el DNA y por favorecer
interacciones de larga distancia entre dos 0 mas secuencias, estableciendo asas
de cromatina®® (Figura 2). Estas asas de cromatina participan en la funcion de
CTCF como elemento frontera, como proteina insulator en genes improntados,
como regulador transcripcional (favoreciendo la interaccion CTCF vy
potenciadores), asi como regulador de la estructura tridimensional de Ila

cromatina®.



1.1.2.1 Impronta

La impronta gendmica es un mecanismo de regulacion transcripcional que limita la
expresion de un grupo de genes a un solo alelo parental. El ejemplo mas
estudiado de impronta es el caso del locus IGF2/H19. Este locus contiene una
Region Diferencialmente Metilada (DMR), o Regién de Control de la Impronta
(ICR), localizada entre ambos genes. El ICR controla que el gen H19 se encuentre

activo en el alelo materno, /IGF2 inactivo en el paterno y viceversa®”%.

Una de las funciones mejor estudiadas de CTCF es la regulacion de genes
improntados, bloqueando la actividad de potenciadores o también conocidos como

enhancers (

Figura 2A). CTCF es una proteina sensible a la metilacion del DNA, que
unicamente puede unirse al ICR no metilado del alelo materno y previene la
interaccion enhancer-IGF2. En cambio, en el alelo paterno, el ICR se encuentra

metilado y CTCF no puede unirse, favoreciendo la interaccién enhancer-IGF2'""2 (

Figura 2B). Por lo tanto, cambios en el estado de metilacion del DNA o
alteraciones en lo patrones de union de CTCF al ICR puede generar cambios
estructurales en la formacion de asas de cromatina, alterando asi la expresion de
estos genes. Se sabe que afectaciones en el locus IGF2/H19 ocasiona sindromes

como Beckwith-Wiedemann y Silver-Russell*®.



B
- __Q
DMR Enhancers
G o -\ d
DMR O S
q cooc ) ® . ) Enhancers
Citosina no metilada Citosina metilada
C
Heterocromatina Eucromatina
D E

Figura 2. Funciones de CTCF en la regulacion de la trancripcion y en la organizacién tridimensional de
la cromatina. A) bloqueo de enhancer, B) impronta, Cg dominios de cromatina, D-F) asas intracromosémicas
y asas intercromosémicas . Tomado y modificado de 830,
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1.1.2.2 Requlacion de la transcripcion

Las asas de cromatina que establece CTCF, también permiten la
interaccion enhancer-promotor para favorecer la transcripcién. Inicialmente este
fendmeno se observé en genes analizados de manera individual'® y recientemente
se ha encontrado que a nivel global CTCF se localiza en regiones con
modificaciones post-traduccionales de histonas especificas de promotores activos,

1*'. La union de

como la H3K4me3 y especificos de enhancers como H3K4me
CTCF a promotores tiende a ser mas conservada entre tejidos, a diferencia de la
unién a enhancers que esta asociada a regulacion tejido-especifico®.

De igual manera, CTCF participa en la formacion de asas de cromatina que

ayudan en el mantenimiento de dominios de eucromatina y heterocromatina®- (

Figura 2D-F). De esta manera CTCF participa en el mantenimiento de las

zonas de transcripcion activa e inactiva (

Figura 2C).

1.1.2.3 Establecimiento de la estructura tridimensional de la cromatina

Estudios recientes han demostrado que los CTSs se encuentran localizados
frecuentemente en las fronteras de los Illamados Dominios Asociados
Topologicamente o Topologically-Associated Domains (TADs)37. Los TADs son
regiones con interacciones frecuentes dentro de un mismo dominio con pocas

interacciones con dominios adyacentes. Los TADs estan involucrados en la
11



organizacion tridimensional de la cromatina dentro del ntcleo®. La presencia de
CTCF en los TADs sugiere que es esencial en la arquitectura nuclear mediante el
establecimiento de interacciones inter e intracromosomicas en conjunto con los

complejos formados con la cohesina.

1.1.2.4 QOrqganizacion de la cromatina perinucleolar

Otra de las posibles funciones de CTCF esta relacionada con la organizacion de la
cromatina perinucleolar. El nucléolo es una estructura nuclear que coordina la
sintesis y maduracion de las subunidades ribosomales®®. Ademas de su funcién

|4O

primaria, el nucléolo participa en otros procesos como la replicacién viral™ y el

secuestro de proteinas reguladoras del ciclo celular*' y factores de transcripcion?.

El nucléolo esta formado por secuencias del genoma especificas, llamadas
Regiones Asociadas a Nucleolo (Nucleolar-associated Domains, NADs). En 2010,
dos estudios reportaron que los NADs son regiones del genoma con una baja
frecuencia de genes en comparacion con el resto del genoma y estan enriquecidos
por secuencias repetidas***. El mecanismo por el cual estas secuencias son
dirigidas hacia nucléolo después de cada division celular se desconoce; sin
embargo, se ha propuesto que podria estar mediado por proteinas como CTCF®,
por su capacidad de interaccionar con el DNA, RNAs y varias proteinas

145

localizadas en nucléolo como UBF*° y NPM1*° para la organizacién de los NADs.

Por lo tanto, CTCF es una proteina capaz de unirse a distintos sitios del

genoma dependiendo del tipo celular, para regular la transcripcidon génica, la
12



expresion de genes improntados y la organizacion de la cromatina dentro del

nucleo y posiblemente la cromatina perinucleolar.

1.2 BORIS

1.2.1 Elgen CTCFL

El gen CTCFL es el paralogo de CTCF, el cual se localiza en la banda 13.2 del
brazo largo del cromosoma 20 (20g13.2), tiene un tamafio de 29,688 pb, consta de
14 exones*®. CTCFL tiene los mismos exones que codifican para el dominio de ZF

de CTCF, pero los dominios amino y carboxilo terminales son distintos*’(
Figura 3).

N-terminal Dominio 11 dedos de zinc C-terminal

n n n

S HEESHIFSIEENININISINISI & &

CTCF

ZF1 ZF2 ZF3 ZF4 ZF5 ZF6 ZF7 ZF8 ZF9 ZF10 ZF11 CTCFL

Figura 3. Estructura génica de CTCFL y CTCF. CTCFL y CTCF comparten los exones codificantes al
dominio de 11 ZF. En colores se muestran los exones que codifican para los ZF. Tomado y modificado de 8

1.2.1.1 Requlacion de la expresion de CTCFL

Un analisis de la actividad de la region promotora de CTCFL mostréo que ésta
puede ser regulada por la metilacién del DNA***° y por la presencia de CTCF. En
ese caso, CTCF participa como un regulador negativo de la expresion de

CTCFL™.
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Ademas, esta region contiene 3 promotores cuya actividad esta regulada
por de manera independiente (Figura 4)*°. Renaud et al. (2007) caracterizaron la
region reguladora rio arriba de CTCFL e identificaron 3 promotores: promotor A (-
2071 a -1276), promotor B (-1106 a -996) y promotor C (-821 a -622). Los
promotores B y C se encuentran dentro de una isla CpG. Ademas, analisis in silico
indican la presencia de secuencias de union a factores de transcripcion como Sp1
y AP-2 en los tres promotores. En particular, el promotor A contiene sitios de union
a CREB; el promotor B a NFjB y N-Myc; y el promotor C a WT1 y EKLF*°. Estos
TFs los cuales podrian participar en la regulacion de este gen; sin embargo, esto

no se ha comprobado experimentalmente.

-1447 -899 -658
ATG
>

> >

Bl Promotor A B Promotor B [l Promotor C %% Isla CpG

Figura 4. Representacion esquematica de la region promotora de CTCFL. CTCFL esta regulado por tres
promotores (A, B y C) y contiene una isla CpG localizada en B y C. Modificado de 9,

Se ha visto que la preferencia de utilizacion de cada uno de los promotores
es distinta. Por ejemplo, en testiculo los tres promotores son activos; mientras que
en lineas celulares derivadas de cancer, hay una utilizacion mayoritaria de los
promotores A y C*°. Lo cual sugiere que CTCFL tiene diferentes mecanismos de
regulacion transcripcional dependientes del tipo celular; sin embargo, estos

mecanismos aun se desconocen a detalle.
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1.2.1.2 Variantes de empalme alternativo de exones de CTCFL

El gen CTCFL codifica 23 variantes de empalme alternativo de exones (también
conocido como splicing), nombradas A1 a A6, BOa B7y C1 a C9 dependiendo del
promotor que regule su transcripcion, las cuales se clasifican en 6 subfamilia (sf7-

6) y codifican para 17 isoformas de BORIS®' (Figura 5).

En general, las variantes de splicing contienen regiones 5’ y 3’-UTRs, sitios
de splicing y codones de paro distintos. Por lo tanto, las isoformas varian en el La

proteina BORIS

1.2.2 La proteina BORIS

La proteina BORIS canodnica consiste en 663 aminoacidos (aa) y tiene una masa
molecular de 75.7kDa. El dominio N-terminal es de 256 aa, los 11 ZF abarcan los

aa 257-568 y el C-terminal de los residuos de aa 569-663 (Figura 6).

A nivel de proteina, existe un porcentaje de identidad en el dominio de ZF
de 74.1%, mientras que los dominios terminales tienen una identidad menor al
15%*"*® (Figura 6). Las similitudes en ambos dominios de ZF se conservan
incluso en los residuos de reconocimiento del DNA y en los aminoacidos de enlace
entre cada uno. Esto sugiere que BORIS podria tener la capacidad de unirse a los
mismos sitios de DNA que CTCF, reclutando proteinas distintas y generando un

efecto diferente en la regulacion génica®’.
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Figura 5. Variantes de splicing de CTCFL. CTCFL genera 23 variantes de splicing clasificadas en 6
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Figura 6. Esquema de la estructura de los 11ZF del dominio central de BORIS. Los aminoacidos con
borde morado son los necesarios para la interaccion con el DNA y en verde se muestran los aminoacidos
diferentes al dominio de ZF de CTCF. Tomado y modificado de 4748,

1.2.2.1 Interaccion BORIS-DNA

Dado que BORIS y CTCF comparten el dominio de 11ZF, se ha propuesto que
BORIS utiliza las mismas combinaciones de ZF para reconocer sitios especificos
en el genoma*’. Sin embargo, la identificacion de las diferentes isoformas de
BORIS sugiere que esta proteina podria estar reconociendo un subconjunto de los

CTSs y también otros sitios a los que CTCF no es capaz de unirse®’.

La unién de CTCF o de BORIS a un sitio especifico del genoma depende
de varios factores; entre estos se encuentra la metilacion del DNA. Se sabe que
CTCF tiene una especificidad de unién a secuencias del DNA no metiladas'?4%°?,
mientras que BORIS puede interaccionar con el DNA independientemente del

estado de metilacion®. Aunque esta informacion es contrastante con otro estudio

donde se reporta que BORIS, al igual que CTCF es metilo-sensible®.

Dado que BORIS tiene el potencial de unirse a los mismos sitios que CTCF

independientemente del estado de metilacion, se ha sugerido que en tejidos donde
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hay presencia de ambas proteinas, existe una competencia por dichos sitios que

tiene como consecuencia cambios en la regulacion gendmica.

/—\ :
N Célulasomatica

a i 4 BORIS-negativa

) Enhancer Enhancer
2
/ —_— ) Célula

{ @ ( neoplasica
" Enhancer Enhancer  BORIS-positiva

CTCE m Loop transcripcional

BORIS ~—>  Cambioenla transcripcion

Figura 7. Modelo de los sitios de unién de CTCF (2xCTSs) y su ocupacion por BORIS y CTCF. En
células somaticas negativas a BORIS, los 2xCTSs estan ocupados por CTCF unicamente principalmente en
enhancers y promotores. En células neoplasicas, BORIS compite por los sitios de unién y hay un cambio en el
programa transcripcional de la célula. Tomado y modificado de %,

En este sentido, Pugacheva et al. (2015), mediante experimentos de
Inmunoprecipitacion de la Cromatina y secuenciacion (ChlP-seq) identificaron que,
contrario a lo que se esperaria, BORIS sélo ocupa del 29-38% de los sitios de
CTCF (BORIS & CTCF). Un analisis se las secuencias mostré que las regiones
BORIS & CTCF en realidad estan compuestas por 2 sitios (2xCTSs), separados
por 58pb, los cuales pueden estar ocupados por dimeros CTCF-CTCF, BORIS-
CTCF o BORIS-BORIS®®. Los 2xCTSs se encuentran localizados principalmente
en enhancers y promotores activos y tienen diferentes propiedades funcionales

dependiendo del dimero presente® (
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Figura 7). Ademas, estudios previos demuestran que la presencia
diferencial de BORIS o CTCF en la regién promotora de algunos genes provoca

cambios en su expresion génica®®°.

1.2.3 Funciones de BORIS

BORIS se expresa preferentemente en testiculo adulto, donde se ha visto que su
funcion principal ocurre durante la espermatogénesis‘”. Adicionalmente, existen
estudios que indican que BORIS no solo esta presente en testiculo adulto, sino
que también participa en el desarrollo del testiculo®', en ovario y otros tejidos en

51,62

etapas embrionarias®''®?, ademas de las embryonic stem cells (ESCs)®® asi como

en impronta génica®.

1.2.3.1 BORIS en espermatogénesis

La espermatogénesis es un proceso que ocurre en adultos, en el que las células
primordiales de la linea germinal masculina (espermatogonias) dan lugar a
espermatozoides (Figura 8). En este proceso de diferenciacion, existen tipos
celulares llamados espermatocitos, que se dividen por meiosis para dar lugar a
células haploides. Dependiendo de la meiosis en la que se encuentren, pueden
denominarse espermatocitos primarios (meiosis |) y secundarios (meiosis Il). Una
vez llevada a cabo la meiosis, los espermatocitos secundarios continian con su

proceso de diferenciacion a espermatidas y finalmente a espermatozoides®.
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CTCFL forma parte de un grupo de genes denominados “Antigenos de
Cancer y Testiculo” (Cancer-Testis Antigens, CTAs)*, los cuales se expresan en

altos niveles en testiculo y no se encuentran en células somaticas®®.

Células = 2
germinales @
) primordiales ‘
Células de = - =
Sertoli s ey @
SOV ——oa | BORIS -
Epididimo @) S \./' -, . @ " CTCF +
S \. — N - Espermatogonia @
Tdbulo > A4 |
seminifero ’ .. ; . Mitosis \ I\\ ®
T ;’i’ o ) -4 ) \&e ‘\,‘ . ©
AN A 70, - Espermatocito <
® Yy «9 rimario { &>
2D AN . B s
y @ 4 ’ 0y Meiosis | ® 3 BORIS +
fa Ae (Y /\ = CTCF -
\ .Cabeza : Espermatocito “E’
\ secundario  — (%) ®§
Citoplasma
Meiosis Il N\ AN\ s
Acrosoma @
Espermdtidas -~ ‘ BORIS +
CTCF +

spermatozoide
Lumen

—\ @
~—@-0
Y an®)
~——@-o

Figura 8. Esquema de diferenciacion durante la espermatogénesis. CTCFL se expresa en células
especificas de testiculo como espermatocitos, espermatidas y espermatozoides; y participa en la regulacién
de genes necesarios en la espermatogénesis.

CTCFL esta activo en testiculo adulto, donde la poblacién con mayor
abundancia son los espermatocitos, posteriormente CTCFL es reprimido por
CTCF en células de linea germinal post-meiéticas*’. En contraste, otros estudios
reportan que BORIS esta presente no sélo en espermatocitos, sino también en
otros tipos celulares como espermatidas y espermatozoides. Se ha observado la
expresion preferencial de algunas subfamilias de isoformas de BORIS en

espermatidas (sf2), y hay indicios de que las sf2, sf5 y sf6 son caracteristicas de
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las ultimas fases de la espermatogénesis (desde espermatocitos hasta

espermatidas)®’.

Sin embargo, se desconoce cual es la participacion de BORIS en estas
células. Se ha propuesto que BORIS es necesario durante el desarrollo del
testiculo, ya que experimentos en embriones de raton muestran que la ausencia
de BORIS provoca defectos en testiculo tales como disminucion del tamaio y
retraso en la produccion de células haploides; ademas, BORIS regula
directamente la expresidn del gen Gal3st7, un gen crucial de meiosis en
espermatozoides®'. Ademas, analisis de ChIP-seq reportan que varios factores de
transcripcion especificos de testiculo se encuentran localizados en las mismas
regiones que BORIS®’. Adicionalmente, se sabe que la inactivacion de CTCF en
células germinales de raton provoca infertilidad, asi como anormalidades en la
morfologia de los espermatozoides, alteraciones en la compactacion de la

cromatina e incorporacion de protaminas®®.

En relacion a lo anterior, en células postmeidticas como las espermatidas,
se lleva a cabo la remodelacion de la cromatina, que consiste principalmente en la
sustitucidn de histonas por protaminas, que generan un DNA mas condensado.
Unicamente ~15% de la cromatina conserva histonas® y se ha reportado que son
precisamente estas regiones las esenciales para la expresion de genes
relacionados con las primeras etapas de la formacion del zigoto una vez ocurrida
la fecundacion’™. En este sentido, Pugacheva et al. (2015) encontraron que en

espermatozoides, son estas regiones de la cromatina donde se encuentra
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enriquecido BORIS®®, indicando que BORIS podria tener un papel importante no
solo durante la espermatogénesis, sino también en la organizacion del genoma en
espermatozoides e incluso durante las primeras etapas del desarrollo

embrionario®.

Por otro lado, la presencia de BORIS (en células que carecen de CTCF),
ocurre de forma paralela al “borrado” y restablecimiento de marcas de metilacién
del DNA en la linea germinal masculina®’; lo cual, en conjunto con la capacidad de
unién de BORIS independiente de metilacion a los mismos sitios de DNA que
CTCF, apoya su papel en la regulacion de la impronta en espermatocitos primarios

y espermatidas en las que CTCF no se expresa*’®'.

Finalmente, se ha sugerido que la funcion de BORIS en testiculo podria
estar asociada con la sustitucion de CTCF, llevando a cabo funciones especificas
que, de otra manera, podrian ser inhibidas en la presencia de CTCF. Por lo que la
temporalidad entre el borrado de marcas de metilacion y la expresion de BORIS
podria estar asociada con metilasas y desmetilasas de DNA que participan en este

proceso’".

1.2.3.2 BORIS en impronta

Como previamente se menciono, la metilacion del ICR participa en la regulacion
de los genes improntados. Esta metilacion del DNA se establece durante el
desarrollo de la linea germinal masculina. La metilacion disminuye en testiculos en

las primeras etapas del desarrollo; posteriormente, las DNA metiltransferasas
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(DNMTs) de novo (DNMT3A y DNMT3B) tienen su maximo nivel de expresion. Las
DNMTs de novo no tienen especificidad de unién al DNA, y por lo tanto se piensa
que éstas son reclutadas al DNA mediante la interaccion con modificaciones de
histonas especificas o proteinas que reconozcan sitios del DNA®*. Ademas, se
sabe que CTCF es una proteina que participa activamente en la lectura de marcas
de impronta en células somaticas'? sin embargo, alin no existe una explicacién
sobre el reconocimiento y re-establecimiento de estas marcas durante la

reprogramacion epigenética en linea germinal.

BORIS es una proteina candidata que puede cumplir esta funcién en
impronta. Actualmente, su relacion con las DNMTs se desconoce, pero se ha
demostrado que BORIS puede interactuar con el ICR de IGF2 y con PRMT7, una
proteina metiltransferasa de argininas que se expresa durante el desarrollo en los
testiculos embrionarios. La modificacion generada por PRMT7, H4R3me2
(asociada a activacidn transcripcional’>”*), se acumula en células germinales
durante este periodo de desarrollo. Ademas, esta modificacion de histonas, se
encuentra en el ICR de H19 y se ha observado que BORIS favorece la actividad
metiltransferasa de PRMT7 mediante su interaccion con esta proteina e histonas.
Por lo que se sugiere que BORIS, en conjunto con PRMT7, podria tener un papel
importante en la metilacién de histonas de linea germinal masculina® 'y

posiblemente en el reclutamiento de DNMTs a sitios especificos del genoma.

Este reclutamiento de PRMT7 al locus IGF/H19, podria involucrar a algunas

isoformas especificas de BORIS. En relacion a esto, Pugacheva et al. (2010)
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reportaron que 9 isoformas de BORIS (B1, B2, B3, B4, B5, A5, A6 y C3) tienen
capacidad de unirse al ICR de IGF2/H19 de manera metilacion-dependiente®’,
igual que CTCF. Esto podria indicar que la expresion de algunas variantes de
splicing de CTCFL participan en procesos especificos de ciertas etapas de
desarrollo, tales como impronta. Sin embargo, el mecanismo por el cual BORIS

esta participando en el establecimiento de estas marcas se desconoce.

1.2.3.3 Otras funciones de BORIS

BORIS se localiza principalmente en nucléolo’>’®, donde interacciona

directamente con el factor de transcripcion UBF para el reconocimiento del los
promotores que codifican al RNA ribosomal, y también con CTCF, es asi como
ambos participan en la regulacién transcripcional del rRNA’’. Ademas, se ha visto
que interacciona con regiones cercanas a los genes de rRNA por lo que podria
estar relacionado con la regulacion transcripcional de estos’®; sin embargo, la

funcidn que esta cumpliendo en nucléolo se desconoce a detalle.

Por inmunofluorescencias se ha observado la presencia de BORIS en
citoplasma*’°"7®. Existen pocos estudios que aborden la funcién de BORIS en
citoplasma. Sin embargo, se ha encontrado que BORIS tiene capacidad de
interaccionar con mRNA de varios genes, tales como BLC-2 y SOX4, donde
podria estar participando en la regulacion de la traduccién de estos; ademas
interacciona con RNAs ribosomales, particularmente aquellos ribosomas

asociados en polisomas’®.
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Finalmente, se ha observado que BORIS y CTCF se encuentran localizados
de manera excluyente en regiones de la célula durante el ciclo celular. Tal es el
caso del centrosoma, donde BORIS esta presente durante interfase y es sustituido
por CTCF en mitosis. Se ha observado que la sobreexpresiéon de BORIS impide la
progresion del ciclo celular, provocando un aumento de células en fase S, lo cual

podria estar asociado con la generacién de inestabilidad cromosémica y cancer’®.

1.2.4 BORIS en cancer

Actualmente, varios estudios han reportado que CTCFL se encuentra
sobreexpresado en diferentes tipos de cancer como pulmoén®’, melanoma’®,

8182 prostata®®, colon®®, seminomas®, endometrio®,

neuroblastoma®®, mama
laringe® y cérvix®’. Esta sobreexpresion estd asociada principalmente con
oy : 81,83,85,88-90 i
progresion de la enfermedad y menor sobrevida . En contraste, en tejido
no neoplasico los niveles de mRNA de CTCFL son muy bajos excepto en

testiculo”, por lo que se ha catalogado como un Antigeno de Cancer y Testiculo

(CTA)%9,

Debido a lo anterior, ha sido de interés conocer mas sobre la posible
funcién que puede llevar a cabo BORIS en cancer; por lo cual se han realizado
estudios que en general producen datos inconsistentes y no permiten alcanzar un
consenso. Por ejemplo, la sobreexpresion de CTCFL en lineas celulares ha
mostrado que inhibe la proliferacion®. En contraste, otros estudios reportan que la

sobreexpresion y la disminucion inhiben la formacién de colonias’®.
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Por otro lado, enfoques gendmicos para entender la funcion de BORIS
indican que la sobreexpresiéon de BORIS provoca una competencia con CTCF por
sus sitios de union al DNA, interfiriendo con las funciones normales de éste y
contribuye a la desregulacién epigenética comiinmente observada en tumores*”**,
de hecho, se ha reportado que la sustitucion de CTCF por BORIS en los
promotores de algunos genes asociados a cancer provoca cambios en su

expresion®®, aunque se desconoce si es una isoforma especifica de BORIS la que

participa en este proceso.

De igual manera, se ha estudiado el potencial de BORIS como un posible
biomarcador en cancer, ya sea de progresion o sobrevida. Se ha reportado que los
niveles de expresion de CTCFL en leucocitos (neutréfilos) de pacientes de cancer
de mama, correlaciona con el tamano del tumor, por lo que podria ser un

marcador de progresion en sangre®.

En un estudio realizado en cancer de utero, evaluaron los perfiles de
expresion mediante microarreglos, y se encontrd6 que CTCFL se encuentra
sobreexpresado en el 77% de los tumores malignos y no en los tejidos sanos, a
diferencia de otros CTAs como MAGE-A9 (19.6%), lo cual sugiere el potencial de
BORIS como un blanco de diagnéstico o inmunoldgico en éste tipo de cancer®.
Sin embargo, aun existen muy pocos estudios enfocados en el potencial de

BORIS como un biomarcador en cancer o como blanco inmunoldégico.
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1.3 Cancer epitelial de ovario

Uno de los intereses de esta tesis es el cancer epitelial de ovario (CEO). Este tipo
de neoplasia es el tipo mas comun de cancer de ovario (90% de los casos son
CEO) y es la neoplasia ginecologica mas letal. Aproximadamente, el 70% de los
casos de CEO se diagnostican en etapas tardias, en las que la enfermedad ya se

ha diseminado y la sobrevida a largo plazo es muy baja®™".

Los tumores epiteliales de ovario se clasifican en 4 tipos histolégicos:
seroso (68%), endometroide (20%), células claras (8%) y mucinoso (6%). De los
cuales, los pacientes con CEO de tipo seroso poseen una menor sobrevida
(unicamente 12% tiene sobrevida a 12 afos). A su vez, los tumores serosos se
clasifican en bajo y alto grado; siendo los de alto grado los mas frecuentes

(90%)%.

Uno de los motivos por los que el CEO tiene una alta mortalidad, es la
dificultad en su diagndstico dado que los sintomas no son especificos (distension
o dolor abdominal e irregularidades del tracto digestivo); por lo cual, los casos
diagnosticados son pacientes con enfermedad avanzada en etapa Il o IV*°. De ahi

la importancia de identificar biomarcadores de diagnéstico o progresiéon en CEO.

1.3.1 Elgen MUC16

MUC16 codifica para la Mucina16, la cual contiene una regién de repetidos de

aminoacidos que corresponde al antigeno CA-125. MUC16 se expresa de manera
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normal en células epiteliales de bronquios, cornea, endometrio y ovario®. Un
dominio transmembranal mantiene a la proteina anclada a la membrana celular,
por lo cual se puede detectar a MUC16 en la superficie celular. MUC16 puede ser
liberado de la membrana como consecuencia de cortes proteoliticos llevados a

cabo por proteasas presentes en la matriz extracelular®.

En la practica clinica, existen pocos biomarcadores (de diagndstico,
respuesta a tratamiento o recurrencia) aprobados por la FDA. Una de estas
moléculas es el antigeno CA-125, aprobado principalmente como biomarcador de

recurrencia y monitoreo de la respuesta a quimioterapia '’

Niveles en suero de CA-125 son monitoreados de manera rutinaria en
pacientes con cancer de ovario, un aumento en estos niveles es un indicador de
recurrencia y mal pronostico'®. Debido a su relevancia en este tipo de cancer,
gran cantidad de estudios han sido realizados sobre CA-125 y su uso como
biomarcador en combinacién con otras moléculas'®'%*: sin embargo, aun se
desconocen a detalle los mecanismos moleculares por los cuales los niveles de
CA-125 aumentan en cancer de ovario. Uno de estos mecanismos es el aumento
en los niveles de transcripcién de su gen, MUC16'%; sin embargo, poco se sabe

sobre los mecanismos que regulan su transcripcion, ya sea en procesos

fisiologicos normales o en patologias.

En cancer, algunos estudios reportan que MUC16 puede ser regulado por
citosinas inflamatorias'® y su promotor tiene sitios de unién a NFkB'®; sin

embargo, los mecanismos epigenéticos que participan en este proceso se
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desconocen. Un unico antecedente enfocado en los procesos epigenéticos
involucrados en la regulacion de MUC16 son del grupo de Yamada et al. (2011),
quienes analizaron la regiéon 5 de MUC16 en células neoplasicas de mama,
pulmén, pancreas y colon, donde encontraron que la metilacion del promotor no
estd asociada con la transcripcion del gen'®. Sin embargo, no existen mas
estudios que relaciones a los componentes moleculares involucrados en la
transcripcion de MUC16 siendo que es uno de los biomarcadores mas relevantes

en esta neoplasia.

1.3.2 Elgen MUC1

Este gen codifica para la Mucina1, que al igual que MUC16, es una mucina

108 109
)

transmembranal que se expresa en tejidos epiteliales ™ (entre ellos ovario

y

aumenta su expresion en tejidos neoplasicos de mama''® y ovario™"".

La proteina MUC1 contiene los antigenos CA15-3 y CA27-29, los cuales
estan aprobados por la FDA como biomarcadores de respuesta en cancer de

mama100,101

, de igual manera, existen estudios que muestran que esta proteina
esta presente en cancer de ovario, donde el uso combinado de datos de expresion
de MUC16 y MUC1 son de utilidad en la sub-clasificacién de tumores de ovario
serosos de alto grado en Proliferativo (alta expresion de MUC1 y MUC16) y

Diferenciado (baja expresion de MUC1y MUC16)""2.

A diferencia de MUC16, los procesos relacionados con la regulacion de la

expresion de MUC1T han sido ampliamente abordados. Moléculas inflamatorias
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como IL-6 e interferones'™ aumentan los niveles de transcrito de MUC1, al igual

que hormonas esteroideas. Analisis de su promotor muestran sitios de unién a
. 114 2 115 116

varios factores como Sp1 ™, receptor de estrogenos' ®, progesterona y

andrégenos'"’.

Respecto a los mecanismos epigenéticos que participan en la regulacion de
MUC1, solo se ha reportado que la metilacién del DNA en su region promotora
podria tener una participacion importante’'®'". Sin embargo, no se han descrito

otros mecanismos relacionados con la transcripcién de MUC1.

1.3.3 EIl RNA no codificante largo MALAT1

MALAT1 (Metastasis-Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1) es un RNA
largo no codificante (INcRNA) que participa en la regulacion de varias procesos
celulares, entre ellos el crecimiento celular, la progresion del ciclo celular, la

120123 Ademas, se ha visto mediante

transicion epitelio-mesenquimal y apoptosis
RNA FISH que MALAT?1 se localiza en los speckles nucleares'®, regiones
conocidas por estar enriquecidas en factores de splicing, por lo que se sugiere que

MALAT1 también podria participar en splicing'®.

MALATT1 tienen altos niveles de expresion en tejidos normales y ha sido
encontrado sobreexpresado en varios tipos de cancer'?®, entre ellos el cancer
epitelial de ovario'?"*°, donde se ha identificado el transcrito en plasma de

pacientes con CEO vy altos niveles estan asociados con metastasis y mal
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prondstico’', sugiriendo que MALAT? podria contribuir de manera importante al
desarrollo de cancer de ovario.

Debido a lo anterior, algunos estudios se han enfocado en la identificacion
de los mecanismos que regulan la transcripcion de MALAT1. Se sabe que
MALAT1 tiene diferentes TTS y presenta diferentes productos de splicing'?;
ademas, se han identificado algunos factores que participan en su regulacion,

entre ellos SP1 aumenta la transcripcion de MALAT1'® en respuesta a 17p-

135

1'*al igual que condiciones de hipoxia y el factor HIF-1a.'%°.

estradio

Recientemente, un mecanismo epigenético ha sido reportado en la
regulacion de la transcripcion de MALAT1. En 2014, Tee y colaboradores,
reportaron que la desmetilasa de histonas JMJD1A aumenta los niveles de
transcrito de MALAT1'°. JMJD1A (también llamada KMD3A) participa en la
desmetilacion de la modificacion de histonas H3K9me2™, la cual esta asociada
con represidn transcripcional’. JMJD1A, por lo tanto, disminuye esta modificacion
de represion y promueve la activacion transcripcional. Sin embargo, otros
mecanismos moleculares involucrados en la regulacién de la transcripcion de

MALAT1 no han sido reportados.

1.3.4 BORIS en cancer de ovario

El gen CTCFL ha sido reportado sobreexpresado en cancer de ovario
epitelial®®, en particular las subfamilia de isoformas sf1'*°. A su vez, se ha

encontrado en CEO de tipo seroso que la relacion de mRNA de CTCFL/CTCF es
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un indicador de sobrevida global y sobrevida libre de progresion y aquellos
pacientes que presentan una mayor expresion de CTCFL o una relacion
CTCFL/CTCEF tienen peor pronodstico que aquellos pacientes con bajos niveles de
CTCFL. Ademas, BORIS correlaciona con el estadio clinico en el que se

encuentra un paciente en este tipo de cancer'’.

Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual la sobreexpresion de
BORIS podria estar participando en cancer de ovario y los genes a los cuales

podria estar regulando.
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Planteamiento del problema

El cancer de ovario epitelial es una de las neoplasias ginecoldgicas con el mayor
indice de mortalidad, en la cual el 70% de las pacientes son diagnosticadas en
etapas tardias. Se han observado que los genes MUC1, MUC16 y MALAT1 se
encuentran sobreexpresados en este tipo de cancer y han sido asociados con

progresion de la enfermedad y mal prondstico.

Sin embargo, se desconocen los mecanismos moleculares que ocasionan un
cambio en los niveles de expresion de estos genes. Un posible factor involucrado
en este proceso es la proteina BORIS, la cual se ha reportado sobreexpresado en
cancer de ovario. Adicionalmente, se desconocen los genes que cambian su
expresion por la sobreexpresion de BORIS, los procesos celulares en los que

participan y si estos estan asociados con cancer.

33



Objetivos

1.4 Objetivo principal

Identificar los genes regulados por BORIS, en particular MUC1, MUC16 y

MALAT1, asi como los procesos celulares en los que participan en un modelo de

lineas celulares derivadas de cancer de ovario.

1.5 Objetivos particulares

1.

Seleccionar el modelo celular mediante la caracterizacion de la expresion,
abundancia y localizacion de BORIS en lineas celulares de cancer de
ovario.

Evaluar la expresion de MUC1, MUC16 y MALAT1 en una linea celular
derivada de cancer de ovario con presencia de BORIS en comparacion con
células deficientes de BORIS.

Comparar los perfiles de expresion en células deficientes y con presencia
endogena de BORIS para identificar los genes regulados por BORIS.
Identificar los procesos celulares en los que participan los genes regulados

por BORIS.
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Estrategia experimental

Con el fin de seleccionar el modelo celular mas adecuado, se evalud la presencia
de BORIS en tres lineas celulares derivadas de cancer de ovario: NIH: OVCARS,
SKOV3 y SW626. Se utilizé la linea celular HeLa (adenocarcinoma de cérvix)

como control positivo.

En las cuatro lineas celulares se evalu6 la expresiéon del gen CTCFL
mediante RT-gPCR, la abundancia de proteina por Western Blot y localizacion
subcelular por inmunofluorescencia. Con base en los resultados obtenidos, se
selecciond la linea celular OVCARS3 ya que ésta presentd los mayores niveles de

expresion de CTCFL, por lo cual, se utilizé para los experimentos posteriores.

A continuacion, para determinar si los genes MUC1, MUC16 y MALAT1 son
posibles blancos de BORIS, se evalud la expresidon de estos en céulas deficientes
de BORIS, obtenidos mediante transfecciones de siRNAs contra CTCFL vy
transfecciones de plasmido CRISPR/Cas9 en la linea celular OVCARS,

respectivamente.

Adicionalmente, con el fin de identificar otros posibles genes regulados por
BORIS, ya sea directa o indirectamente, se evaluaron los perfiles de expresion de
las ceélulas KD, KO y células con presencia enddégena de BORIS utilizando los
microarreglos GeneChip 2.0 ST (Affymetrix). Posteriormente, se realizé un analisis

de expresion diferencial usando la plataforma de analisis estadistico R y el
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paquete Limma de Bioconductor para identificar aquellos genes que cambian su

expresion con la disminucién de BORIS.

Se seleccionaron unicamente los genes diferencialmente expresados en
ambos modelos y con estos se realiz6 un Analisis de Enriquecimiento de Vias de
novo con la aplicacion KeyPathwayMiner de Cytoscape para identificar la red de

interaccidn entre los genes encontrados y realizar un analisis ontologico de estos.
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Figura 9. Esquema de la estrategia experimental empleada.
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Resultados

1.6 Caracterizacion de BORIS en lineas celulares de cancer de ovario

Con el fin de evaluar los niveles de expresiéon de BORIS en un panel de lineas
celulares para determinar el modelo celular mas adecuado para llevar a cabo los
experimentos de KD y KO, se evalud la expresion de CTCFL. A su vez, se estudio
la abundancia y localizacion de BORIS en las distintas lineas celulares derivadas
de cancer de ovario: OVCAR3, SKOV3 y SW626. Se utilizé HeLa como un control
positivo ya que previamente se ha utilizado para evaluar los niveles de expresion

de BOR|859,60,138,139.

Se evaluaron los transcritos de CTCFL utilizando un par de oligonucleétidos
localizados en regiones compartidas por todas las variantes de splicing de CTCFL
y un segundo par que amplifica unicamente a la subfamilia 1 (sf7), dado que es de

la que se cuenta con mayor informacién sobre sus niveles de expresion'.

En la Figura 10 se muestra el analisis de expresion de CTCFL en las
distintas lineas celulares. En estos resultados se observa que la expresion de
CTCFL global de las lineas celulares OVCAR3 y SKOV3 tienen los niveles mas
altos de expresion en al menos dos veces de cambio respecto a HelLa (la cual
utilizamos como control positivo del ensayo); en contraste, el nivel de expresion de
la sf1 es significativamente mayor en OVCAR3 comparado con HelLa. Por ello,

determinamos que la linea celular OVCAR3 es la que presenta mayor nivel de
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expresion de CTCFL y SW626 presentd los menores niveles de expresion

respectivamente a Hel a.

A B
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Figura 10. Expresion de CTCFL en lineas celulares de cancer de ovario. PCR cuantitativa de la expresién
relativa de todas las variantes de splicing de CTCFL (A) y de la expresion relativa de la subfamilia1 (sf7) de
variantes de splicing de CTCFL (B), n=3.

Por otro lado, se evaluaron los niveles de proteina BORIS mediante el

ensayo de Western Blot (

Figura 11). En este trabajo se evaluaron los niveles de proteina utilizando el
unico  anticuerpo  comercial validado para inmunofluorescencia e

inmunohistoquimica por The Human Protein Atlas™".

En la Figura 11 se muestran las dos bandas observadas que corresponden
a la proteina BORIS (~100 kDa y ~70 kDa). EIl grupo de Jones et al. (2011) valido
este anticuerpo para Western Blot, y reportaron dos bandas principales de BORIS

(~100 kDa y ~70 kDa), las cuales coinciden con nuestros resultados’.

En ambas bandas, observamos que no hay diferencia significativa de la
abundancia de BORIS entre lineas celulares en comparacién con Hela, respecto
a la banda de 70kDa, SKOV3 muestra una tendencia a tener los mayores niveles
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de proteina en comparacién con el control. Sin embargo, desconocemos las

isoformas a las cuales corresponden o la relevancia de cada una de las bandas

obtenidas mediante este ensayo.
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Figura 11. Abundancia de BORIS en lineas celulares de cancer de ovario. Western Blot de la abundancia
relativa de la banda de 100 kDa (A) y abundancia relativa de la banda de 70 kDa (B), n=3.

Por lo tanto, tomando en cuenta los niveles de transcrito de CTCFL y la

abundancia de proteina BORIS, seleccionamos la linea celular OVCARS3, dado

que presenta mayores niveles de transcritos de CTCFL sf1 y niveles detectables

de proteina BORIS



1.7 Generacién del modelo Knock Down (KD) y Knock Out (KO) de BORIS
en OVCAR3

Con el proposito de determinar si los genes MUC1, MUC16 y MALAT1 son
posibles blancos de BORIS, se evalud la expresion de estos en un modelo KD vy

KO de CTCFL en comparacion con las células con presencia endégena (WT).

Para la obtencion de las células KD, la linea celular OVCARS3 se transfectd
con siRNAS contra BORIS y se evalué6 mediante Western Blot la eficiencia de

disminucién en tres réplicas bioldgicas.

En la Figura 12 se observa que las eficiencias de disminucion de BORIS

con una disminucion de la proteina que va del 40% al 90%.

Réplica biolégica 1 Réplica bioldgica 2 Réplica bioldgica 3
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100 1 100 1
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BORIS »
70kDA C— R, D e — .
GAPDH . . o . :
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Figura 12. Eficiencia de disminucion de BORIS con transfecciones de siRNAs. Western Blot de BORIS
en las células KD y WT en tres réplicas biolégicas.

Con el fin de emplear otra técnica para abatir los niveles de abundancia de

BORIS, se obtuvieron células Knock Out (KO) de CTCFL. Para ello se utilizé el
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sistema CRISPR/Cas9 el cual tiene la capacidad de generar mutaciones en 3 sitos
del gen y asi evitar que el gen codifique para su proteina. Para utilizar esta
metodologia, se realizaron transfecciones transitorias del plasmido CRISPR/Cas9
en la linea OVCARS y se evalud el porcentaje de disminucion de BORIS mediante
Western Blot en las tres réplicas biologicas. En la Figura 13 se muestra que el

porcentaje de disminucion de BORIS es similar entre réplicas y corresponde al

~50%.
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Figura 13. Eficiencia de disminucion de BORIS con transfecciones de plasmido CRISPR/Cas9. Western
Blot de BORIS en las células KO y WT en tres réplicas biolégicas.

1.8 Evaluacion de la expresioén de los genes MUC1, MUC16 y MALAT1 en
células KD y KO de BORIS

Con el fin de determinar si BORIS tiene la capacidad de regular la
expresion de los genes MUC1, MUC16 y MALAT1 se procedié a evaluar la

expresion de estos genes en OVCARS3 y en el modelo deficiente de BORIS (KD y
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KO). Se evaluaron los niveles de transcritos de los tres genes mediante PCR
cuantitativa en las células KD y KO de BORIS en comparacion con su control

correspondiente.

En la Figura 14 se observa que en el modelo KD, MUC1, MUC16 y MALAT1
aumentan su expresidon, en comparacion con las células WT. Dicho aumento esta
relacionado con el porcentaje de disminucién de BORIS en cada réplica. Es decir,
en aquellas réplicas con mayor porcentaje de disminucién de BORIS, hay un

mayor aumento en los niveles de expresion de estos genes.

Igualmente se evalud la expresion de estos genes en las células KO de
CTCFL. En este ensayo se encontro que en aquellas réplicas en las que BORIS
disminuyo al 50% no se observa el aumento en la expresion de MUC1, MUC16 y
MALAT1. Unicamente en la réplica bioldgica 1 (que presenta un porcentaje de
disminucion mayor al 50%) se observa aumento de los niveles de transcrito de los

tres genes (Figura 15).

Por lo tanto, estos datos sugieren que BORIS participa en la regulacidon
negativa de la transcripcion de MUC1, MUC16 y MALAT1, dado que se observa

un aumento en la expresion e estos en células con disminucién de BORIS.
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Figura 14. Expresion de los genes MUC1, MUC16 y MALAT1 en células KD de BORIS. PCR cuantitativa
de A) MUC1, B) MUC16y C) MALAT1. Cada barra indica una réplica bioldgica, ya sea de las células KD o del
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Figura 15. Expresion de los genes MUC1, MUC16 y MALAT1 en células KO de BORIS. PCR cuantitativa
de A) MUC1, B) MUC16 y C) MALAT1. Cada barra indica una réplica biolégica, ya sea de las células KO o del
control negativo. En la parte inferior de cada grafica se muestra la abundancia de BORIS.
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1.9 Analisis de los perfiles de expresion en el modelo KD y KO de BORIS

Ademas de los genes MUC1, MUC16 y MALAT1, uno de los objetivos fue
identificar otros genes que sean regulados directa o indirectamente por BORIS.
Para lograrlo, se obtuvieron los perfiles de expresidon mediante microarreglos
empleando las células KD, KO y en comparaciéon con OVCAR3 WT. Cabe
mencionar que los microarreglos de expresion (Affymetrix, Human Gene 2.1ST
Array), evaluan 33,500 transcritos codificantes y mas de 11 transcritos no

codificantes largos.

En la Figura 16A-B se puede observar que la proporcion de genes que
aumentan su expresion es mayor respecto al numero de genes que disminuyen,
~63 y ~36% respectivamente. Este fendmeno se observa en las células KD y KO,
indicando que BORIS podria star actuando, en la mayoria de los casos, como un
regulador negativo de la transcripcion.

A B KD KO

KD KO

Sobreexpresados 192 262
Subexpresados 107 156

Total
R L .Sobreexpresados .Subexpresados

C ) D KD KO KD & KO
4 small nucleolar RNAs 55 39 34
microRNAs 16 5
KD KD & KO 9 small Cajal body RNAs 14 9
169 130 288 small nuclearRNAs 5 10 3
genes genes genes antisense RNAs 4 6 1
vault RNAs 2 2
long intergenic non-coding RNAs 1 0

Total 97 82 54

Figura 16. Genes con expresion diferencial en los modelos KD y KO. A) Numero de genes totales
encontrados con cambios en expresion en ambos modelos (KD y KO). B) representacion grafica en
porcentajes de los genes que se sobreexpresan y subexpresan en ambos modelos. C) nimero de genes que
se encontraron en ambos modelos. D) RNAs no codificantes identificados.
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De igual manera, se puede observar que una gran proporcioén de los genes
identificados son ncRNAs (Figura 16D), entre ellos genes que participan en la
maduracion de RNA ribosomal (snoRNA) y asociados al mecanismo splicing
(scaRNAs, snRNAs). Indicando que BORIS podria estar involucrado en la
regulacion de genes que participan en procesos esenciales para la célula, tales

como el splicing y la maduracién de RNAs ribosomales.

Posteriormente, con el fin de identificar los procesos celulares donde
BORIS pudiera estar implicado, se realizé un Analisis de Enriquecimiento de Vias

de novo (De novo Pathway Enrichment Analysis)'*?

usando la plataforma
KeyPathwayMiner'*®, con los 130 genes con cambios en la expresion identificados

en las células KD y KO (Figura 16C) .

El analisis con KeyPathwayMiner permite comparar nuestros datos con todo
el interactoma anotado previamente en bases de datos, con el propdsito de extraer
la red maxima que contengan los genes desregulados por BORIS en los modelos
KD y KO. Estas redes pueden representar médulos funcionales o nuevas vias
activas que no seria posible identificar usando la informacion contenida en otras

bases de datos'*?,

En la Figura 17 se esquematiza la red de interacciones proteina-proteina
identificada con los genes desregulados en los modelos KO y KD usando la base
de datos de BioGRID, donde se puede evidenciar que una parte importante de los
genes tienen una participacion en cancer, son factores de transcripcion o

proteinas que se expresan preferencialmente en testiculo.
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Figura 17. Red de interacciones proteina-proteina identificada con los genes diferencialmente
expresados en los modelos KD y KO. Analisis con KeyPathwayMiner utilizando la base de datos de
BioGRID. Los nodos (circulos o triangulos) representan proteinas y las lineas indican la interaccién entre
ambos. Los nodos circulares indican las proteinas o ncRNAs codificadas por los genes con expresion
diferencial en los modelos KD y KO. Los triangulos representan proteinas con las que ya se ha reportado su
interaccion. Los nodos en color azul intenso indican aquellas proteinas que se sabe que tienen una
participacion en cancer (ciclo celular, proliferacion, diferenciacion, etc.). Los bordes color verde indican
factores de transcripcion y los bordes rojos indican proteinas con expresion preferente en testiculo.

Posteriormente, al hacer un analisis ontologico de los genes contenidos en
la red encontramos que las proteinas que la integran participan en la regulacién

del proliferacion, diferenciacion celular y desarrollo, entre otros (Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados del analisis ontoldgico de la red identificada con la base de datos BioGRID (Figura 17).

p-value FDR g-value
Regulacion del desarrollo celular 9.58E-07 3.63E-03
Via de sefializacion de EGFR 2.54E-06 3.93E-03
Regulacion de la expresion génica 3.48E-06 4.19E-03
Regulacion del ciclo celular 4.79E-06 4.24E-03
Regulacion de la diferenciacion celular 8.14E-06 6.29E-03
Regulacion negativa del metabolismo del nitrogeno | 9.30E-06 6.29E-03
Regulacion negativa del desarrollo celular 9.45E-06 6.29E-03
Regulacion de la proliferacion celular 9.86E-06 6.29E-03
Regulacion de la actividad de la RNA Polimerasa Il | 1.14E-05 6.86E-03
Regulacion de los procesos biosintéticos 2.99E-05 1.27E-02

Posteriormente, se realizé el mismo tipo de analisis, esta vez utilizando la

base de datos HTRIdb que contiene informacion de regulacion transcripcional. La

Figura 18 muestra una de las redes identificadas, donde varios de los genes

identificados con expresion desregulada también son blancos de otros factores de

transcripcion como FOXP3, ETS1 y AR.

Finalmente, se realizé un analisis ontoldgico de los genes encontrados en la

red de regulacién transcripcional (Figura 18) y se identificaron procesos asociados

a diferenciacion y desarrollo celular, al igual que en la red de interaccidn proteina-

proteina. Sin embargo, también se lograron indentificar otras vias, como aquellas

asociadas con respuesta a hipoxia, a factores de crecimiento como EGF y de

respuesta a progesterona (Tabla 2).
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Figura 18. Red de regulacién transcripcional identificada con los genes diferencialmente expresados
en los modelos KD y KO. Analisis con KeyPathwayMiner utilizando la base de datos de HTRIdb. Los nodos
(circulos o triangulos) representan genes y las lineas indican la interaccion entre ambos nodos indicando la
direccion de la interaccion en la red de regulacion. Los nodos circulares representan los genes con expresion
diferencial en los modelos KD y KO. Los tridangulos representan genes, previamente reportados, que regulan
la transcripcion. Los nodos en color azul indican factores de transcripcién con multiples genes blanco en la

red.

Tabla 2. Resultados del analisis ontoldgico de la red identificada con la base de datos HTRIdb (Figura 18).

p-value FDR q-value
Genes regulados por EGF 1.33E-09 1.41E-05
Via del factor de transcripcion HIF-1 2.64E-07 6.41E-04
Regulacion de la diferenciacion celular 3.01E-07 6.41E-04
Regulacion positiva de la diferenciacion celular | 4.21E-07 6.47E-04
Sefalizacion por EGFR 4.66E-07 6.47E-04
Regulacion del desarrollo celular 4.86E-07 6.47E-04
Genes de respuesta a TNF 1.26E-06 1.22E-03
Genes sobreexpresados en hipoxia 2.52E-06 2.23E-03
Genes de respuesta a progesterona 3.13E-06 2.37E-03
Unidn a Beta Catenina 8.20E-06 3.64E-03
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Los resultados mostrados sugieren que BORIS no solo participa en la
regulacion transcripcional de MUC1, MUC16 y MALAT1;, sino que también
participa en la regulacion de varios genes, entre ellos RNAs no codificantes
asociados a splicing y maduracién de RNA ribosomal, al igual que genes que
codifican proteinas que participan en procesos asociados a cancer, tales como la
via EGFR, respuesta a hipoxia, desarrollo y diferenciacion celular, y respuesta a

hormonas como progesterona y andrégenos.
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Discusion

El gen CTCF y su paralogo CTCFL (también conocido como BORIS) codifican
proteinas nucleares cuya expresion se encuentra frecuentemente desregulada en
varios tipos de cancer’. CTCF no solamente actia como un regulador de la
transcripcion reconociendo sitios en el DNA, sino que participa activamente en la
organizacion tridimensional de la cromatina en el ntcleo™*. BORIS, por su parte,
contiene un dominio de unién al DNA similar al de CTCF’; sin embargo, su

participacion en cancer no se conoce a detalle.

Ademas, se ha observado que BORIS es una proteina presente en altos
niveles en cancer de ovario en comparacion con tejido no neoplasico'® y participa
en la regulacion transcripcional de multiples genes, posiblemente mediante la
competencia por sitios en el DNA con CTCF o a través de la formacién de
heterodimeros con CTCF, que eventualmente lleva a cambios en el programa

transcripcional en la célula neoplasica®.

1.10 BORIS esta presente en lineas celulares derivadas de cancer de ovario.

Previamente se ha reportado que CTCFL esta sobreexpresado y se asocia
con mal prondstico en cancer de ovario'. Nuestros resultados muestran que en
lineas celulares derivadas de cancer de ovario hay presencia de BORIS a nivel de
transcrito y proteina. En nuestros resultados encontramos una banda de ~100

kDa que podria corresponder a homodimeros, heterodimeros o modificaciones
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postraduccionales de BORIS, tales como la poli-(ADP)-ribosilacion, que ha sido
identificada en CTCF y que tiene un papel crucial en la regulacion de su funcion®.
En relacion a esto, no se han reportado modificaciones postraduccionales de
BORIS; sin embargo, se sabe que comparte con CTCF aminoacidos clave que son
susceptibles a estas modificaciones*’. De hecho, 3 de 5 sitios donde CTCF es

poli-(ADP)-ribosilado se encuentran conservados en BORIS*"%°.

Por otra parte, observamos que no hay una relacion directa entre los niveles
de transcrito y de proteina, lo cual sugiere la participacion de mecanismos post-
transcripcionales en la regulacion de BORIS. En este contexto, se ha reportado
que CTCFL es blanco del miR-709'®, el cual podria estar relacionado con el
fendbmeno observado en nuestros resultados; sin embargo, desconocemos de este

microRNA en nuestro modelo celular empleado.

Otro mecanismo que podria explicar la falta de relacién entre los niveles de
transcrito y proteina, es la expresion diferencial de las diferentes variantes de
splicing. En el caso de CTCFL, sus 23 variantes pueden a transcribirse a partir de
distintos TSS*, las cuales contienen distintas secuencias 5° y 3'UTRs®'. En
relacion a esto, se ha reportado previamente que estas secuencias UTRs
participan en la regulacién del inicio de la traduccién'’. Por lo tanto, la presencia
de variantes de splicing especificas de CTCFL en cada linea celular podrian estar
relacionados con diferentes niveles de proteina de BORIS encontrados en cada

una de éstas. Dicho esto, nuestros resultados muestran que existe una expresion
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diferencial de variantes de splicing entre lineas celulares, lo cual sugiere que éste

podria ser un mecanismo presente en las lineas derivadas de cancer de ovario.

Hasta ahora existen pocos blancos génicos descritos para BORIS, entre
estos se encuentran genes relacionados con el linaje celular de testiculo. Uno de
los abordajes relevantes en el presente estudio fue evaluar la relacidén entre los

niveles de transcrito de CTCFL y los genes MUC1, MUC16y MALATT.

MUC1 y MUC16 son mucinas transmembranales que se sobreexpresan en
cancer' %9 MUC16 se utiliza como biomarcador de recurrencia en cancer de
ovario y MUC1 en cancer de mama. Ambas proteinas son unas de las pocas
moléculas que estan aprobadas por la FDA para su uso como
biomarcadores'%'%". MALAT1, es un RNA largo no codificante sobreexpresado en
cancer de ovario asociado con metastasis y progresion del tumor™%'°. A pesar de
la demostrada relevancia en cancer de estos tres genes, poco se sabe sobre los
mecanismos que regulan su transcripcion. En este trabajo encontramos que los
genes involucrados en el cancer de ovario como MUC1, MUC16 y el RNA no

codificante MALAT1 pueden estar siendo regulados por BORIS.

Se ha demostrado que CTCFL se sobreexpresa en cancer de ovario, al igual
que MUC1, MUC16 y MALATT1, por lo que gran parte de los estudios en estos

genes reportan que tienen propiedades oncogénicas'%%'%%1%

. Debido a esto,
esperabamos encontrar que la disminucion de BORIS provocaria una disminucion
en los transcritos de MUC1, MUC16 y MALATT; sin embargo, nuestros resultados

muestran que los niveles de MUC1, MUC16 y MALAT1 aumentan con el KD y KO
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de BORIS. Es importante refialar que desconocemos las implicaciones en cancer
de ovario del aumento de estos genes con la disminucién de BORIS, ya que
trabajo unicamente aborda el papel de BORIS en lineas de cancer de ovario a
nivel transcripcional, la cual es una red compleja y desconocemos los procesos

post-transcripcionales o post-traduccionales que puedan estar participando.

A pesar de lo anterior, nuestros resultados indican que BORIS esta
involucrado en la regulacion de la transcripcion de estos genes, sugiriendo que
BORIS podria tener una participacion importante en cancer mediante la regulacion

de MUC1, MUC16 y MALATT.

Se ha propuesto a las proteinas de MUC1 y MUC16 podrian utilizarse para

12151 Nuestros resultados

distinguir entre tipos histologicos de cancer de ovario
indican que BORIS es un posible regulador de estos genes, lo cual sugiere que la
utilizacion de BORIS en conjunto con estos dos genes, no solo ayudaria en el
monitoreo de la progresion de la enfermedad, sino también en el diagndstico
histologico del cancer de ovario. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales

para evaluar la utilidad de BORIS como biomarcador de prondstico o en el

diagndstico histoldgico en cancer de ovario.

1.11 BORIS participa en la represion transcripcional de RNAs pequenos no
codificantes, tales como SNORDs, SNORAs y SCARNAs.

BORIS puede ocupar del ~29-38 % del total de sitios reconocidos por CTCF®*; lo

cual, sumado a que una gran parte de los sitios de CTCF son tejido-especifico
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(64%)", sugiere que un alto porcentaje de sitios en el DNA a los que BORIS tiene
capacidad de reconocer pueden ser tejido-especifico. Por lo tanto, los genes que
BORIS regula en podrian ser distintos dependiendo del tipo de cancer del que se
trate. Es por esta razon, que la identificacion de aquellos genes que son regulados
directa o indirectamente por BORIS en cancer de ovario es de especial

importancia.

En 2015, el grupo de V. Lobanenkov, realizé experimentos de RNA-seq en
lineas celulares con Knock Down de BORIS con el fin de identificar aquellos genes
gue cambian su expresion. En ellas se identifico que BORIS esta involucrado en la
regulacion de genes que participan en multiples procesos celulares asociados a
cancer. Nuestros resultados obtenidos a partir del analisis de expresion de las
células KD y KO de BORIS muestran que la disminucién de BORIS provoca una
mayor activacion transcripcional, indicando que BORIS podria estar actuando
principalmente como un represor. Esto contrasta con datos previos donde se
describe la funcién de activador transcripcional de BORIS como en el caso de los
genes h-TERT®®'® NOTCH3* y gran parte de los estudios sobre BORIS en
genes especificos®°861192-1%4 * gin embargo, andlisis de transcriptoma usando
RNA-seq en las lineas celulares K562 y MCF7 del grupo de V. Lobanenkov, se
encontré un fendmeno similar a nuestros resultados, en el que ~65% de los genes
identificados aumentan su expresién y ~35% disminuye®. Estos hallazgos
fortalecen nuestros resultados donde cabe la posibilidad de que BORIS esté
participando  principalmente como un represor de la transcripcidon

independientemente del tipo celular.
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Adicionalmente, varios de los genes identificados en los analisis de expresion
en las células KD y KO de BORIS son RNAs pequefios nucleares (RNUs),
nucleolares (SNORDs y SNORASs) y de cuerpos de Cajal (SCARNAs). El hecho de
observar que todos estos RNAs pequefios aumentan su expresion con la
disminucion de BORIS, sugiere un mecanismo de regulacion en comun. En
relacion a lo anterior, se sabe que los genes que codifican para estos RNAs estan
distribuidos a los largo del genoma, y mas del 90% de estos se localizan en
intrones de genes que codifican para proteinas'®®; sin embargo, se desconocia el
mecanismo de regulacion de estos RNAs no codificantes. Recientemente Wang Q.
et al. (2015) identificaron mediante experimentos de 4C las regiones del genoma
asociadas con Cuerpos de Cajal en células HeLa'®®. Entre los genes identificados,
reportan que RNAs no codificantes como RNUs, SNORDs, SNORAs y SCARNAs,
se localizan en los territorios cromosomicos cercanos a los Cuerpos de Cajal y la
disrupcidn de estas estructuras provoca una disminucion en la expresion de estos
RNAs pero no un cambio en la expresion de los genes huésped, sugiriendo que la
regulacion de la expresion de estos RNAs es dependiente de la estructuracién de
los Cuerpos de Cajal. Adicionalmente, en este mismo estudio identifican al RNA
no codificante MALAT1, como uno de los genes que disminuye sus niveles de
expresion como resultado de la alteracidn en la estructura de los cuerpos de Cajal.
Es decir, MALAT1 y RNAs pequefios nucleolares, nucleares y de cuerpos de
Cajal, disminuyen su transcripcion tras la disrupcién de los cuerpos de Cajal.
Nuestros resultados muestran que la disminuciéon de BORIS provoca cambios en

la expresion de MALAT1, RNUs, SNORDs, SNORAs y SCARNAs, lo cual sugiere
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que BORIS podria participar, directa o indirectamente, en la represion
transcripcional de estos, posiblemente favoreciendo la formacion de asas inter o
intracromosdmicas que participan en la arquitectura de estructuras nucleares
como los cuerpos de Cajal, similar a la funcion que cumple CTCF en el nucleo. En
relaciéon a lo anterior, V. Lobanenkov et al. reportaron que BORIS podria participar
en la organizacién de asas de cromatina®. Sin embargo, son necesarios estudios
adicionales para conocer el mecanismo por el cual BORIS podria participar en la
organizacion de la cromatina en el nucleo y en la regulacion transcripcional de

RNAs pequefios asociados a cuerpos de Cajal.

Finalmente, se sabe que algunas familias de SNORDs estan regulados
mediante impronta génica, estas familias se encuentran en el locus asociado con

el sindrome de Prader-Willi'®®

, sugiriendo que algunos de los cambios de
expresion observados en estos ncRNAs podrian ser ocasionados, no solamente
mediante posibles interacciones inter-cromosomicas mediadas por BORIS vy
CTCF, sino también por alteraciones en la presencia de BORIS en regiones
reguladoras como los ICR, donde se sabe que BORIS y CTCF participan en
impronta*’. De esta manera, se apoya el papel de BORIS en la regulacién de

genes improntados, los cuales tienen una participacion importante en procesos

neoplasicos'’.
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1.12 BORIS participa en la regulacion transcripcional de genes expresados
en testiculo y asociados a cancer.

La expresion de CTCFL ha sido extensamente asociada con cancer'®,
donde se ha observado que regula a varios genes relacionados con un estado no
diferenciado en la célula®®®'. Sin embargo, desde el punto de vista gendmico, la
participacion de BORIS en cancer no se conoce a detalle. Nuestros datos
muestran que gran parte de los genes identificados a partir de los perfiles de
expresion, estan asociados con diferentes procesos celulares como la via EGFR,
respuesta a hipoxia, adhesion celular, etc; sugiriendo que BORIS participa en la

regulacion de genes que participan en multiples vias asociadas a cancer.

En este trabajo se analizaron los genes diferencialmente expresados con el
proposito de encontrar una red de interaccion asociada al KD o KO de BORIS.
Este método consiste en extraer una red enriquecida de genes diferencialmente
expresados e integrarla con una base de datos con informacion de interacciones
proteina-proteina. Esta red enriquecida esta compuesta por proteinas que podrian

estar participando en conjunto para regular un proceso especifico’*? '3,

Nuestros resultados muestran que la red identificada esta formada por
proteinas que participan en multiples funciones celulares, tales como procesos
neurologicos, o con expresion preferencial en testiculo, los cuales también estan
asociados a proteinas conocidas por su relevancia en cancer. Un primer ejemplo

es el caso del Receptor de Andrégenos (AR) que participa en procesos
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neoplasicos y SELENBP1 que esta asociado con procesos neurologicos y

neoplasicos'®'~"®®. Un segundo ejemplo es el caso de la proteina ELAVL1, cuyo

gen tiene expresion preferencial en testiculo'®”'%®

e interacciona con proteinas que
participan en la via de respuesta a hipoxia (P4HA1), adhesion celular (MKX) o
diferenciacion celular (CPM y FOXC1). En particular, ELAVL1 es necesario para la
espermatogénesis, al igual que BORIS, indicando que BORIS regula genes que
son necesarios para la espermatogénesis'®® y también en un contexto

neoplasico'®17°,

El caso de ELAVL1 es de especial importancia ya que no es un gen
diferencialmente expresado en las células con KD o KO de BORIS; sin embargo,
nuestro analisis permitié identificarlo como una posible proteina asociada con la
disminucién de BORIS que podria tener un papel relevante en cancer de ovario,

donde se ha reportado su sobreexpresion'’".

Lo anterior sugiere que una de las funciones de BORIS en cancer es la
regulacion de genes que participan en la espermatogénesis, los cuales se
reactivan en tumores con expresion de CTCFL. En relacion a lo anterior, existen
reportes previos de genes que participan en la espermatogénesis regulados por
BORIS, tal es el caso de TSP50'2 y CST®': y que tienen una relevancia en
cancer. Nuestro estudio identificO genes importantes en la espermatogénesis no
reportados previamente como blancos de BORIS y que podrian tener un papel

relevante en cancer de ovario.
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Por otro lado, también obtuvimos la red transcripcional asociada con el KD
o KO de BORIS. Nuestro analisis nos permitid identificar Factores de
Transcripcion, tales como ETS1 y FOXP3, los cuales no cambiaron su expresion
con la disminucion de BORIS, pero que podrian participar en conjunto con BORIS.
ETS1 es un Factor de Transcripcibn que regula genes asociados con
angiogeénesis y esta relacionado con resistencia a quimioterapia en cancer de
ovario'®'* donde su sobreexpresién correlaciona con mal prondstico'’®. Por su
parte, FOXP3 es un gen supresor de tumor que disminuye su expresion en cancer

de ovario y su sobreexpresién inhibe la proliferacion’’®'"7.

Finalmente, identificamos que un grupo de genes con expresion diferencial
son blancos del Receptor de Androgenos, el cual disminuye sus niveles con el KD
o KO de BORIS, indicando que BORIS podria participar directamente en la
activacion transcripcional de AR, y en consecuencia se observan cambios en los
niveles de transcritos de los blancos regulados por AR. Se sabe que AR se
expresa de manera normal en ovario'’® y esta involucrado en procesos como la
ovulaciéon'®; en cancer se ha observado que estimulacion del Receptor de
Andrégenos promueve la proliferacion celular™®. Nuestros resultados indican que
el KD o KO de BORIS provoca una disminucidn en los transcritos de AR,

sugiriendo que BORIS es un activador de la transcripcion de AR.

El receptor de andrégenos ha sido ampliamente estudiado en cancer de

180,181

prostata y se ha visto expresado también en cancer de mama'®2. La relacion

entre BORIS y la expresidn de receptores hormonales habia sido previamente
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identificada en cancer de endometrio, donde pacientes con altos niveles de BORIS
tienen cambios en la expresidn no soélo el AR, sino también el receptor de
estrégeno y de progesterona®. Sin embargo, la expresién de AR no habia sido
identificada como un proceso asociado directamente a la disminucion de BORIS
en un modelo de cancer de ovario y son necesarios estudios adicionales para

evaluar a BORIS como un regulador directo de la transcripcion de AR.

En relacion a lo anterior, el NCI (National Cancer Institute, USA) inici6 un
proyecto piloto en 2009 con el proposito de generar una lista de antigenos de
cancer que tienen prioridad en la investigacion en medicina traslacional para el
desarrollo de vacunas dirigidas contra estas moléculas. Este proyecto propone a
75 antigenos seleccionados, entre ellos se encuentran BORIS, MUC1 y AR,
Adicionalmente se reportaron otros antigenos prioritarios segun el NCI, tales como
MAGE-A1, MAGE-A3 y NY-ESO-1"%, los cuales son CTAs y blancos directos de
BORIS***"8% E| hecho de haber identificado a BORIS como un regulador de
MUC1, MUC16 y AR, indica que BORIS podria tener una posible utilidad como
biomarcador de prondstico en cancer de ovario, dado que también se ha
detectado su presencia en suero al igual que CA125 (MUC16) en pacientes con

cancer®.

Por lo tanto, encontramos con nuestros resultados que BORIS regula la
expresion de genes que participan en multiples procesos, tales RNAs no
codificantes y vias de sefnalizacion asociadas con cancer como EGFR, HIF y B-

Cateninas. De igual manera, identificamos genes asociados con la disminucion de
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BORIS que participan en la espermatogénesis y que podrian tener un papel

relevante en cancer de ovario.
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Conclusion

Identificamos los perfiles de expresion asociados con la disminucién de
BORIS, ya sea mediante Knock Down o Knock Out, donde encontramos que
BORIS participa en la regulacion transcripcional de RNAs no codificantes como
SNORDs, SNORAs y SCARNAEs, al igual que los genes MUC1, MUC16, MALAT1
y AR. De igual manera, genes con expresion preferencial en testiculo que
participan en vias desreguladas en cancer alteran su expresion con la disminucion

de BORIS.

Por lo tanto, identificamos que BORIS participa en la regulacion transcripcional
de multiples genes y que BORIS podria tener una participacion relevante en cancer de

ovario, donde esta proteina podria ser un novedoso biomarcador de prondstico.
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Perspectivas

1.

Se identific6 a BORIS como un posible regulador de la transcripcion de
MUC1, MUC16, MALAT1 y AR; sin embargo, se desconoce si BORIS
participa de manera directa en esta regulacion. Por lo tanto, experimentos
de Inminuprecpiatacion de la Cromatina son necesarios para evaluar la
presencia de BORIS en los promotores de dichos genes.

Experimentos de ChlP-seq y RNA-seq son necesarios para caracterizar de
mejor manera los sitios de union de BORIS en el genoma y los genes a los
que regula.

Es necesaria la caracterizacion de la expresion de CTCFL, MUC1, MUC16
y AR en muestras de pacientes con cancer de ovario, con el fin de
determinar si los resultados obtenidos en el modelo de lineas celulares

estan representados en muestras.

64



Metodologia

1.13 Lineas celulares

Se utilizaron las lineas celulares HeLa, OVCARS3, SKOV3 y SW626 obtenidas de
ATCC en las condiciones recomendadas por el proveedor, mostradas en la

siguiente tabla.

LINEA CELULAR MEDIO SUPLEMENTADO CONDICIONES

HELA (CCL-2) DEMEM (Cat. 11965-092, Gibco) Aire, 95%; CO, 5%, 37°C
Suero Fetal Bovino (Cat. 10500064, Gibco) 10%.

NIH: OVCAR3 RPMI-1640 (Cat. 11875-093, Gibco) Aire, 95%; CO, 5%, 37°C
(HTB-161) Suero Fetal Bovino (Cat. 10500064, Gibco) 20%

Insulina Bovina (Cat. I0516-5ML, Sigma) 0.01mg/mL

SKOV3 (HTB-77) McCoy’s 5a (Cat. 16600082, Gibco) Aire, 95%; CO, 5%, 37°C
Suero Fetal Bovino (Cat. 10500064, Gibco) 10%.

SW626 (HTB-78) Leibovitz’s L-15 (Cat. 11415064, Gibco) Aire, 100%, 37°C

Suero Fetal Bovino (Cat. 10500064, Gibco) 10%.

1.14 RT-PCR y PCR cuantitativa

Se extrajo RNA de las lineas celulares crecidas a una confluencia de 70-90% con
TRIzol Reagent (Cat. 15596026, Thermo Fisher Scientific) y el kit Direct-zol RNA

Mini Kit (Cat. R2050, Zymo Research).

La concentracién del RNA fue cuantificada con NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)
y la integridad evaluada con 2200 TapeStation (Agilent Technologies). Las

imagenes de calidad obtenidas se muestran en la siguiente figura.
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Figura S1. Electroforesis en capital de los RNAs usados para microarreglos de expresion. En la parte superior
se indica la calidad en la escala de RIN.

El cDNA fue obtenido con el kit GeneAmp (Cat. N8080143, Thermo Fisher

Scientific) usando oligo d(T).

La PCR cuantitativa se realizd en los equipos QuantStudio3 y StepOnePlus
(Applied Biosystems) usando SYBR Green PCR Master Mix (Cat. 4309155,

Thermo Fisher Scientific).

Los oligonucleodtidos utilizados para la amplificacion se muestran en la siguiente

tabla.

NOMBRE SECUENCIA 5°-3°

CTCFL forward GGAGCATTTGTAAACAGTCGGG
CTCFL reverse ATGACCGCTCACATTCGTACC
CTCFL sf1 forward | GAACGGAGACGAAGCTGCTG
CTCFL sf1 reverse | CTCTGCAGGCGACAGGAAAC
MUC1 forward CTGAACTCCCAGCTCACCAG
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MUC1 reverse GTGCCATTCCACTCCACTCA
MUC16 forward AAGCTTCTTTGGACCCTGGC
MUC16 reverse AACAGTGCCCAGGCTACTAC
MALATI forward | TCAGGTCTGTCTGTTCTGTTGG
MALATI reverse CAAGCATTGGGGAACACAACT
GAPDH forward TGTCAAGCTCATTTCCTGGT
GAPDH reverse TCTTACTCCTTGGAGGCCAT

Los resultados de analizaron con el método de AACt con GAPDH como control
interno y como normalizador HeLa en la Figura 10 o un control negativo en las

Figura 14Figura 15.

1.15 Extraccion de proteina y Western Blot

Se extrajo proteina de células crecidas a una confluencia del 70-90% con Buffer
de Lisis (Cat. 9803, Cell Signaling), Coctel de inhibidores de proteasas 1% (Cat.
5871, Cell Signaling), PMSF 1% (Cat. P7626, Sigma) y Ortovanadato de sodio 1%
(Cat. 069K0031, Sigma). La proteina fue cuantificada por el método de Lowry (DC

Protein Assay Cat. 5000116, Bio-Rad).

Para Western Blot, se utilizaron 10ug de proteina que se resolvieron en un gel de
Acrilamida al 10% (Cat. SLBHO323V, Sigma). La proteina se transfiri6 a una

membrana de PVDF y se hibrid6 con los anticuerpos siguientes:

ANTICUERPO TAMANO ORIGEN  DILUCION MARCA CAT. NO.
ANTI-CTCFL 80 kDa Conejo (1:200) Sigma-Aldrich HPA001472
ANTI-GAPDH 40.2 kDa Conejo (1:2500) Santa Cruz Bt. SC-25778
HRP ANTI-RABBIT Cabra (1:5000) Santa Cruz Bt. sc-2004
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Se revelaron las membranas con Luminol y la densitometria se realizé con el

software ImagedJ (NIH, USA) con GAPDH como control de carga.

1.16 Transfecciones de siRNAs

Se utilizaron los siRNAS Accell Smart Pool set de 4 (Cat. A-003819-100-0005,

Dharmacon) con las secuencias mostradas en la siguiente tabla.

SiIRNA SECUENCIA BLANCO

A-003819-13, CTCFL | CCAUUAUUGCUUAUUAGUA

A-003819-14, CTCFL | CUAGAAUGUCAAGUUUUAA

A-003819-15, CTCFL | CUCACAGUUUCAAAUUCAA

A-003819-16, CTCFL | CGACUGUUUACAAAUGCUC

Los viales con RNA liofilizado se resuspendieron de acuerdo a las instrucciones
del proveedor con el 5x siRNA Buffer (Cat. B-002000-UB-100, Dharmacon) y agua
libre de RNAsas (Cat. B-003000-WB-100, Dharmacon).

Se transfectaron 150,000 células crecidas en placas de 12 pozos con una
concentracion final de siRNAS 1uM en 1mL de Accell Delivery Media (Cat. B-

005000, Dharmacon) y se incubaron durante 48hrs. Se us6é como control negativo
el Accell Non-targeting Control Pool (Cat. D-001910-10-05, Dharmacon).

Terminado el tiempo de transfeccidn, las células provenientes de 3 pozos se
separaron del fondo con un gendarme y se dividieron para la obtencion de RNA y

proteina.
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1.17 Transfeccion de plasmido CRISPR/Cas9

Se sembraron 250,000 células en placas de 6 pozos. Para la transfeccién del
plasmido BORIS CRISPR/Cas9 KO Plasmid (h) (Cat. sc-403313, Santa Cruz

Biotechnology) con las secuencias guia mostradas en la siguiente tabla:

SiRNA SECUENCIA BLANCO Exon blanco
Sc-403313A1 | 16 G AGAACTCGTCCGACAC 6
S¢-403313A2 | 1 AGCAGAGTGACCGTA 5
SC-403313A3 | 11 G CAGTTCCACGCTCTAG 3

Se utilizé Xfect transfection reagent (Cat. 631317, Clontech) y se siguieron las
instrucciones del proveedor. Se transfectaron 2ug de plasmido, 1uL de polimero y
100uL de Xfect Reaction buffer en 1TmL de medio de cultivo completo por cada
pozo. Se us6 como control negativo el Control CRISPR/Cas9 Plasmid (Cat. sc-

418922, Santa Cruz Biotechnology)

Se incubaron las células durante 48 hrs y posteriormente las células se separaron

con un gendarme y se dividieron para la extraccion de RNA y proteina.

1.18 Analisis de los perfiles de expresion

A partir de RNA total, se amlifico DNA y se bioltinilé6 usando el kit GeneChipTM
WT PLUS Reagent Kit (cat. 902280, Affymetrix). Las muestras se hibridaron en los
microarreglos GeneChip Human Gene 2.0 ST Array (Affymetrix). EI marcaje,
hibridacién y lectura de los datos se realiz6 usando el Beckman Coulter BiomekTM
FXP Target Prep Express (TPE) System, el Hybridization Oven 640/645, el

GeneChip Fluidics Station FS450 y el GCS 3000 Scanner System.
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1.18.1 Analisis de expresion diferencial

El pre-procesamiento de los microarreglos de expresion se realiz6 con los
paquetes oligo, oligoData, affycoretools, y genefilter de Bioconductor en el

lenguaje de programacion R.

Para evaluar la calidad de los datos se utilizo el paquete ArrayQualityMetrics y el
analisis de expresion diferencial se realizé con el paquete Limma. Se utilizdé un

valor p ajustado FDR de 0.1 y un logFC mayor a 1.9 o menor que -1.9.

1.18.2 Analisis de enriquecimiento de vias

Para el Analisis de Enriquecimiento de Vias de novo se utilizdé la aplicacion
KeyPathwayMiner en la plataforma de Cytoscape con un valor de k=2 y =0 y las

bases de datos de BioGRID y HTRIdb.

El analisis ontoldgico se realiz6 con la base de datos de Molecular Signatures

Database (Broad Institute).
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Anexos varios: Informacion académica

Durante mis estudios de maestria, tuve la oportunidad de participar y colaborar en

las siguientes actividades:

1.

2.

Asisti a la 3% y 42 reuniones anuales del Colegio Mexicano para la
Investigacion del Cancer (C-MIC) en los afios 2016 y 2017,
respectivamente. En particular, en la 42 reunon del C-MIC participé con la
presentacion de cartel con mis resultados obtenidos durante mi proyecto de

maestria.

Colaboré con la realizacion de experimentos que redituaron en una
publicacion recientemente aceptada para publicacibn en la revista

Oncotaget:

CTCF-KDM4A complex correlates with histone modifications that negatively
regulates CHD5 gene expression in cancer cell lines.

Lissania Guerra-Calderas, Rodrigo Gonzalez-Barrios, Carlos César Patifio, Marisol
Salgado-Albarran, David Cantu de Ledn, Nicolas Alcaraz, Clementina Castro
Hernandez, Héctor Aquiles Maldonado-Martinez, Inti A. De la Rosa Velazquez,
Fernanda Vargas-Romero, Luis A. Herrera, Alejandro Garcia Carranca, and
Ernesto Soto-Reyes.

3.

Realicé una estancia de investigacion con duracion de tres meses con el
Dr. Jan Baumbach, en la Universidad del Sur de Dinamarca, donde realicé
los analisis bioinformaticos presentados en este proyecto de tesis.
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