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Resumen

La senescencia celular es un estado de arresto del ciclo celular irreversible que se
presenta durante el desarrollo embrionario, la reparacion de heridas y el
envejecimiento asi como también en patologias como lo es el cancer.
Molecularmente se caracteriza por una elevada secrecibn de moléculas pro-
inflamatorias asi como por cambios en la expresion de genes y la estructura de la
cromatina. En particular, en las células senescentes se ha reportado que
disminuyen los niveles de la proteina arquitecténica CTCF. En mamiferos, CTCF
es esencial en la formacion de asas de cromatina y en la regulacion de la expresion
de genes. Sin embargo, se desconoce si la disminucion de CTCF es suficiente y

necesaria para la induccion a senescencia celular.

En este trabajo evaluamos el papel de CTCF en la induccién a senescencia celular.
Para ello, abatimos los niveles de CTCF mediante un shRNAI en la linea celular
humana eritroleucémica K562 y se evaluaron pardmetros celulares asociados a la
senescencia tales como: defectos en proliferacién, actividad de B-galactosidasa y
cambios en la transcripcibn de genes asociados al estado senescente. Los
resultados obtenidos con este grupo sugieren que la disminucion de CTCF es
suficiente para inducir la entrada a senescencia celular caracterizada por una
menor capacidad proliferativa, incremento en la actividad de B-galactosidasa y un
incremento en la transcripcion del gen IGFBP5 cuyo producto se ha reportado como
inductor de la entrada a senescencia. De forma importante validamos que CTCF se
une al promotor de IGFBP5 pero que esta asociacion se pierde con el abatimiento
de CTCF lo cual correlaciona con un incremento en la transcripcion de dicho gen.
En conjunto, los datos obtenidos sugieren que la disminucion de la proteina CTCF
provoca el establecimiento de un fenotipo senescente y cambios en la expresion de
genes asociados a este estado celular, por lo tanto, CTCF es un regulador negativo

de la entrada a senescencia.



Introduccién

1. Senescencia celular

La senescencia celular se refiere al arresto irreversible del ciclo celular previo a la
transicion de fase de G1 a S y ha sido observada en diferentes organismos
(Lundblad y Szostak, 1989; Margolis y Spradling, 1995). Fue descrita por primera
vez en cultivos de fibroblastos humanos (Hayflick, 1965; van Deursen, 2014) y
posteriormente validada in vivo en diversos tejidos de raton y humano tanto de
individuos jévenes, adultos y viejos (Dimri et al., 1995; Waaijer et al., 2012). En
ambas especies se observd que la poblacion de células senescentes se
incrementa de forma progresiva conforme los individuos envejecen, lo cual sugirié
gue la senescencia celular es un fenémeno asociado al envejecimiento (Figura 1;
Dimri et al., 1995; Krishnamurthy et al., 2004; Melk et al., 2004; Waaijer et al.,
2012). Por ejemplo, la eliminacion de células senescentes en ratdn resulta en un
incremento en la esperanza de vida y un retraso en la atrofia de tejidos como el
musculo cardiaco y la disminucion de la funcion renal, ambos procesos asociados
al envejecimiento (Baker et al., 2011; Lépez-Otin et al., 2013; Baker et al., 2016)

lo cual sugiere que las células senescentes estan implicadas en el envejecimiento.

Actualmente se sabe que la senescencia celular es un fenédmeno que no es
exclusivo del proceso de envejecimiento (Figura 1). Durante el desarrollo
embrionario de ratén se han detectado células senescentes principalmente en la
involucién de los tubulos del mesonefros, en el saco endolinfatico y en la regresion
interdigital (Mufioz-Espin et al., 2013, Storer et al., 2013), sin embargo en estos
casos la eliminacion de las células senescentes no resulta en defectos en la
fisiologia del organismo, por lo que aun no es claro su papel durante etapas
tempranas del desarrollo. En contraste, durante la reparacion de heridas y
regeneracion en tejido somatico, las células senescentes tienen un papel
importante ya que limitan la formacion de tejido fibroso en heridas de la epidermis
y el higado (Krizhanovsky et al., 2008; Jun and Lau, 2010). Las células

senescentes en este contexto promueven la degradacion de componentes de la
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matriz extracelular mediante la secrecibn de metaloproteasas ademas de
promover la migracion y diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos a través
de la secrecion de PDGF-AA durante la reparacion de heridas en la epidermis, un
factor involucrado en la diferenciacion de miofibroblastos (Demaria et al., 2014).
Finalmente y de manera relevante, la senescencia celular esta relacionada con el
cancer. Se contrapone a esta enfermedad de dos maneras: 1) evitando la
proliferacion descontrolada por el arresto del ciclo celular en respuesta a estrés;
2) reclutando al sistema inmune a través de la secrecion de moléculas
proinflamatorias, promoviendo la eliminacion tanto de ellas mismas como de
células aledafias que podrian estar en el proceso de transformacion (Campisi,
2013). En contraste, se ha observado que coinyectar células senescentes con
células epiteliales transformadas en ratones inmunocomprometidos, estimula la
proliferacion de las ultimas (Krtolica et al., 2001; Coppé et al., 2006; Liu and
Hornsby, 2007; Davalos et. al., 2010). Ademas, se ha reportado que las células
senescentes promueven los procesos de trans-diferenciacion, proliferacion y
migracion de células premalignas (Laberge et. al., 2012). Por lo tanto, es
complicado hacer aseveraciones del papel de las células senescentes en el
cancer ya que parecen evitarlo al inicio de la enfermedad pero al estar mas

avanzada las células cancerosas parecen tomar ventaja de las mismas.

A manera de conclusion, la senescencia celular es un proceso que se
presenta en multiples contextos, tanto a lo largo del desarrollo del organismo como
en patologias como el cancer. De manera interesante, la senescencia parece
tener una papel fisiolégico durante el desarrollo embrionario y en la homeostasis
tisular somatica de individuos jovenes. Sin embargo, la acumulacion progresiva
de estas células durante la vida de los organismos parece tener efectos
deletéreos, donde el mantenimiento de estas células ocurre a expensas de células

funcionales.
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Figura 1. La senescencia celular se observa en distintos procesos biolégicos (Modificada de d’
Adda di Fagagna, 2013).

2. Induccidén a senescencia

La senescencia celular de manera general se induce en respuesta a estrés
genotéxico por diversos estimulos ambientales o celulares tales como lo es la
exposicion a luz UV, la presencia de agentes reductores, el acortamiento de
teldbmeros o esta controlada durante el desarrollo (d’Adda di Fagagna F. et al.,
2003; Wu L. et. al., 2006). Si bien en todos estos casos el fenotipo senescente
resulta en un arresto del ciclo celular, existen diferencias importantes en los
mecanismos moleculares detras de cada uno de ellos y es por esto que a la fecha
podemos clasificar los tipos de senescencia en senescencia replicativa o
prematura, pudiendo ser esta Ultima, programada o inducida por dafio o moléculas
pro-inflamatorias secretadas por células senescentes del fenotipo secretor

asociado a senescencia (SASP, por sus siglas en inglés).



La senescencia replicativa se origina a causa del acortamiento de los
teldmeros lo cual resulta en la induccién de una respuesta ante dafio al ADN que
desencadena el fenotipo senescente (von Zglinicki T., 2002; d'Adda di Fagagna F.
et al., 2003; Campisi y d’Adda di Fagagna, 2007). Este tipo de senescencia
responde el acortamiento natural de los telémeros con cada divisién celular lo cual
limita la proliferacién de las células, o que se conoce como “Limite de Hayflick”
(Hayflick, 1965). Molecularmente, el acortamiento de telémeros se sefaliza
mediante la respuesta a dafio al ADN donde se activan las cinasas ATM y ATR
que promueven la fosforilacion de p53, lo que induce la activacién de p21. En este
tipo de induccion también se ha detectado un aumento en los niveles de p16 que
inhibe a las cinasas dependientes de ciclinas 4 y 6 (CDK 4,6), contribuyendo al
arresto del ciclo celular (Figura 2; Ohtani N, et. al., 2004; van Deursen, 2014). De
forma interesante, los niveles de pl6 son bajos en tejidos jovenes pero se
incrementan durante el envejecimiento lo cual correlaciona con un incremento de
células senescentes. Es por ello que p16 es un marcador molecular ampliamente
utilizado para la identificacion de células senescentes en células no cancerosas
(Ogawa, 1994; Campisi, 2013).

Por otro lado, la senescencia prematura es independiente del acortamiento
de telébmeros, es decir del nUmero de divisiones celulares. Los inductores de este
tipo de senescencia son varios, por ejemplo: el estrés oxidativo, la exposicién a
luz ultravioleta (Robles and Adami, 1998; Sedelnikova et al., 2004), la activacion
de oncogenes (Serrano et al., 1997; Deng et al., 2004) y la inactivacién de genes
supresores de tumores (Chen et al., 2005). En todos estos casos, el fenotipo
senescente se puede establecer como una respuesta a dafio al ADN, ya sea
directo como el provocado por el estrés oxidativo o la luz UV o bien indirecto a
consecuencia de la replicacion acelerada del genoma ante la activacion de
ongenes o bien la pérdida de genes supresores de tumores. Adicionalmente, la
produccion de moléculas pro- inflamatorias por parte de células senescentes
también puede inducir a senescencia a células vecinas, por ejemplo, a través de

la secrecién de moléculas como TGF, lo cual resulta en el arresto del ciclo celular



a través de un mecanismo de generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS,
por sus siglas en inglés) y dafio a ADN (Mufioz-Espin y Serrano, 2014). La entrada
a senescencia prematura también puede ser controlada a través de la modulacion
de vias de sefializacion como la de PI3K-AKT (Nogueira et al., 2008) y la via de
MAPK/ERK (Lin et al., 1998). Finalmente, se desconocen los mecanismos
moleculares implicados en la induccién a senescencia temprana evidenciada

durante el desarrollo embrionario del ratén.

En conjunto, el arresto celular senescente se establece y mantiene
principalmente por las vias de supresioén de tumores p53/p21 y p16/pRB (Figura
2; Beauséjour et al., 2003). Recientemente, se ha reportado que la estabilizacion
del factor de transcripcion GATA4, es decir un aumento en los niveles de la
proteina, puede inducir senescencia celular de manera independiente de las vias
anteriores (Kang et al., 2015). De manera interesante, estos genes estan
usualmente mutados en enfermedades como cancer y en lineas celulares
transformadas, sin embargo son células capaces de entrar a senescencia (Fu,
2004; Ewald, 2010; Yang, 2012), lo cual sugiere que existen vias alternas que

pueden favorecer la entrada a senescencia.
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Figura 2. Proteinas implicadas en la induccion y establecimiento de la senescencia celular. Se ha
reportado que el arresto del ciclo celular senescente puede estar mediado por tres vias: p16,
molécula que inhibe a las cinasas dependientes de ciclina; p53, que promueve la transcripcion de
los genes p21 y GATA4 que puede activar al factor de transcripcion NF-kB, promoviendo la
transcripcion de moléculas pro-inflamatorias o que puede inducir senescencia por mecanismos no
completamente entendidos (Modificada de Kang, 2016).
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3. Caracteristicas celulares y moleculares del estado senescente

La senescencia celular se caracteriza por una amplia gama de cambios celulares
y moleculares. A nivel celular, la senescencia presenta cambios morfologicos. Por
ejemplo, células no adherentes como las células eritroleucémicas K562 al entrar
a senescencia incrementan su volumen mientras que los fibroblastos en general
presentan una morfologia mas plana y alargada (Figura 3; Nashio, 2001; Yang,
2012). A nivel molecular, el fenotipo senescente se caracteriza por un incremento
en los niveles de las enzimas (- galactosidasa, el establecimiento del SASP que
se acompafian de cambios en la transcripcion de genes y en la estructura de la

cromatina.

No Tx 50 nM DOX Fibroblastos jovenes  Fibroblastos viejos
( %
B
& '\ ‘
f

Figura 3. Morfologia de células senescentes. A Comparacion de células K562 proliferativas (No
Tx) e inducidas a senescencia con doxorrubicina (50 nM DOX). B Comparacion de cultivos
primarios de fibroblastos jovenes (izquierda) y fibroblastos viejos (derecha).

SA-g-gal

La actividad B-galactosidasa se encuentra presente en el lisosoma, en
condiciones normales, puede ser detectada a un pH de 4. En células senescentes
los niveles de transcrito del gen Glb1l aumentan lo que resulta en un incremento
de la enzima [B-D-galactosidasa lisosomal (Lee B., et. al., 2006; Dimri G.,et al.,
1995) y esto permite la deteccion de su actividad a un pH subéptimo (pH 6) (Kurz
et al., 2000), este aumente se puede observar . El ensayo de deteccion de
actividad de - galactosidasa ha sido la metodologia de “oro” para identificar

células senescentes y fue la primera en aportar informacion acerca de la
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existencia de células senescentes en distintos tejidos (Dimri G., et al., 1995).
Aunque sigue siendo ampliamente usada como marcador de senescencia en
tejidos y cultivo celular, recientemente se observd que esta no es una
caracteristica exclusiva de las células senescentes ya que células no senescentes

pueden ser positivas en este ensayo (Hall B., et al., 2016).

Por otra parte, las células senescentes se caracterizan por una elevada
produccion y secrecién de moléculas pro-inflamatorias o SASP y parece estar
directamente promovido por el factor de transcripcion NF-kB que en células
senescentes estd constitutivamente activa (Coppé J. et. al, 2010), lo que
promueve la expresion, traduccion y secrecidbn de moléculas en su mayoria
proinflamatorias como citocinas, quimiocinas, proteasas, etc. (Purcell M. et. al.,
2014; Ozcan S. et. al, 2016). De forma interesante, las moléculas pro-
inflamatorias secretadas varian dependiendo del estimulo inductor (Coppé et al.,
2008; Purcell M. et. al., 2014; Ozcan S. et. al., 2016).

0.0
SASP .Q. o0
00 0

estimulo

——

foci de heterocromatina
foci de ADN daiiado B .
asociado a senescencia

(SAHF)

Figura 4. Caracteristicas de las células senescentes. Las células senescentes presentan arresto
del ciclo celular; fenotipo secretor asociado a senescencia (SASP); activadad de 3-galactosidasa
asociada a senescencia (SA-Bgal); en varios casos la sobreexpresion del locus p16INK4a; foci de
ADN dafado y en algunos casos foci de heterocromatina asociada a senescencia (SAHF).
(Modificada de d’ Adda di Fagagna, 2013)
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Los cambios fenotipicos asociados al estado senescente estan
acompafnados por cambios transcripcionales y de la estructura de la cromatina.
Por ejemplo, dado que varios de los inductores a senescencia causan dafio
gendmico, es comun encontrar foci de ADN dafiado dentro del nucleo de células
senescentes identificados por la presencia de la variante de histonas yH2A. X, que
se asocia a mecanismos de reparacion (Rodier y Campisi, 2011). De manera
particular, en la senescencia replicativa, se ha observado que regiones ricas en
genes ganan metilacion del ADN y esto correlaciona con un decremento en la
accesibilidad de la cromatina en esas zonas. De manera antagodnica, las regiones
de heterocromatina constitutiva se hipometilan y ganan accesibilidad (De Cecco
et al., 2013; Hanzelmann et al., 2015) mientras que en la senescencia inducida
por activacion de oncogenes se pueden observar foci de heterocromatina
asociados a senescencia (SAHF, por sus siglas en inglés; Figura 4), los cuales se
caracterizan por estar altamente compactados y estar enriquecidos para la
variante de histonas mH2A, la proteina asociada a la heterocromatina, HP1 y las
marcas post-traduccionales de histonas asociadas a heterocromatina
H3K9me3/H4K20me3 al centro del SAHF y la H3K27m3 en la periferia (Criscione
et al., 2016). En cuanto a la organizacién del genoma al interior del ndcleo, se ha
observado que hay una pérdida de interacciones cortas locales en los
denominados Dominios Asociados Topologicamente (TADs, por sus siglas en
inglés) en células senescentes inducidas por activacion de oncogenes (Figura 5;
Chandra et al.,, 2015, Parry y Narita, 2016), mientras que en senescencia
replicativa se ha observado un decremento en interacciones largas y ganancia de

interacciones cortas (Criscione et al., 2016).
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Proliferativas

G TADs

Senescentes
chr18:58.7Mb-67.7Mb

Figura 5. Representacion de interacciones del genoma de células proliferativas y senescentes.
Linea celular Wi-38 inducidas a senescencia por activacién de oncogenes (Chandra et al., 2015).
El eje de las abscisas representa un loci de ADN mientras que las interacciones estan
representadas por lineas curvas rosas.

Las interacciones del genoma en mamiferos estan mediadas por proteinas
como cohesinas, complejo mediador y CTCF (Phillips-Cremins, 2013). CTCF fue
caracterizado como un factor de transcripcion (Lobanenkov et. al., 1990; Klenova
E. et. al. 1993), posteriormente, se identific6 como proteina asociada a insulators
ya que se observo bloqueando interacciones entre potenciadores y promotores en
el locus de los B-globina asi como en el locus improntado Igf2/H19 (Chung et. al.
1997; Bell y Fenselfeld G., 2000; Hark et. al., 2000; Kanduri et. al., 2000), asi como
formando asas de cromatina (Ghirlando R. y Fenselfeld G., 2016). De manera
interesante, se ha observado una disminucion de CTCF a nivel de transcrito y
proteina en células senescentes (Fu et. al., 2004; Hirosue et. al., 2012; Kang et.
al., 2015).

En células inducidas a senescencia replicativa asi como por tratamiento con
el inhibidor de la metilacion del ADN, 5-azacitidina, se puede observar una
disminucién tanto a nivel de transcrito como de proteina en cultivos epiteliales de
prostata humanas; adicionalmente, se ha observado el mismo efecto en células
senescentes inducidas por la activacion del oncogen Ras en la linea celular de
fibroblastos humanos IMR9O0 (Figura 6; Fu X. et al., 2004; Hirosue A. et al., 2012).
Por otro lado, se ha reportado que al degradar a CTCF a niveles indetectables
durante 4 o mas dias en células troncales embrionarias de raton, las células dejan

de proliferar (Nora et al., 2017).
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La senescencia celular es un proceso complejo en el que las células
adquieren distintos patrones de expresion y reorganizacion de la cromatina con
respecto a las células proliferativas. Ya que los cambios transcripcionales podrian
ser producto del rearreglo cromatinico (Narenda, 2015; Lupiafiez, 2015), resulta
de interés evaluar a factores estructurales y en particular al factor CTCF en la

induccion al fenotipo senescente dada su disminucion.
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Figura 6. Evidencias de disminuciéon de CTCF en células senescentes inducidas por senescencia
replicativa, estrés epigenético y activacion por oncogenes. A Células epiteliales de prostata
inducidas a senescencia replicativa, disminucién de transcrito por RT-PCR. B Células epiteliales
de préstata inducidas a senescencia por estrés epigenético mediante 5-Azacitidina, disminucién
de transcrito por RT-PCR. C Fibroblastos humanos IMR90 inducidas a pluripotencia (IPS) e
inducidas a senescencia mediante activacién de oncogenes (OIS), disminucién de transcrito por
RT-PCR. D Células epiteliales de prostata inducidas a senescencia replicativa, disminuciéon de
proteina por western blot, 3 réplicas bioldgicas. E Fibroblastos humanos IMR90 inducidas a
senescencia mediante activacion de oncogenes (OIS), disminucién de proteina por western blot
dias 0, 2, 4 y 6 de induccion a senescencia(Modificada de Fu X. et. al., 2004 e Hirosue A. et. al.,
2012).
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Planteamiento

Se ha reportado que en la senescencia celular existe un cambio en el patrén de
la transcripcion, modulacion de las interacciones de la cromatina asi como la
disminucion del transcrito y por ende, la concentracion de la proteina estructural
CTCF. Dado que CTCF puede modular la transcripcion de genes y puede formar
asas de cromatina resulta de interés evaluar el papel de CTCF en la induccién a

senescencia.

Hipotesis
El efecto de la disminucion de la proteina CTCF es suficiente para inducir el estado

de senescencia en células humanas K562.

&

0 ,

Senescencia celular

CTCF
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Objetivo

Evaluar el papel de CTCF en la induccion a senescencia en células
eritroleucémicas K562.

Objetivos particulares

e Evaluar pardmetros de marcadores de senescencia en el sistema

knockdown contra CTCF.

e Analizar los posibles genes afectados por la disminucion en los niveles de

CTCF en el contexto de una célula senescente.

e Explorar posible mecanismo de induccién a senescencia mediada por la

disminucién de la proteina CTCF.

17



Modelo de estudio

La linea celular K562, la cual corresponde a leucemia mieloide cronica (CML)
resulta un buen modelo para estudiar la regulacion de la senescencia celular ya
que se ha validado su capacidad de arrestarse de manera independiente de
p53/p21y pl6/Rb (Yang, 2012). Por otro lado, este modelo resulta interesante por
el papel que juega la senescencia en la prevencion y progresion del cancer (d’
Adda di Fagagna F. et al. 2013). Adicionalmente, desde un punto de vista practico,
el consorcio ENCODE, cuya misién es crear una lista de elementos funcionales
en el genoma, ha generado una gran cantidad de datos de diferentes
experimentos para las células K562, ya que es considerada prioridad para
cualquier experimento que realicen (Dunham et. al., 2012), con lo cual se tiene
una vasta informacién epigendémica sobre estas células. Por ultimo, la linea K562

es facil de manejar en cultivo.

18



Metodologia

1. Analisis bioinforméaticos
Analisis de datos de Inmunoprecipitacion de la Cromatina seguida por secuenciacion

masiva (ChlP- seq)

Los datos de ChlIP-seq para CTCF y marcas de histonas usados en este trabajo
provienen de los resultados obtenidos por el proyecto ENCODE en diferentes
lineas celulares humanas. Estos datos fueron visualizados en el Buscador de
Genomas de la Universidad de California (UCSC Genome Browser:

http://genome.ucsc.edu/).

Identificacion de motivos de union a CTCF

Para corroborar la presencia del motivo de unién a CTCF en los “picos o reads”
de enriguecimiento provenientes de los datos de ChlP-seq, se utilizé la base de
datos JASPAR (http://jaspar.genereg.net/cqi-bin/jaspar _db.pl) y se uso6 el
identificador de matriz MA0139.1.

Visualizacion de datos de Captura Conformacional de Cromosomas de Genoma
Completo (Hi-C)

Los datos de Hi-C se visualizaron en el software Juicebox 1.5

(http://www.aidenlab.org/juicebox/), se utilizaron los datos obtenidos mediante un

experimento de Hi-C in situ en la linea celular K562 a una resolucion de 1 Kb (Zuin,
2014).

Ontologia de genes
Se obtuvo la lista de genes expresados diferencialmente en el articulo de Zuin y

se proceso en el software David (https://david.ncifcrf.gov/).
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2. Cultivo celular

Se utilizé la linea celular de leucemia mieloide crénica K562 (ATCC CCL-243). Las
células se cultivaron en cajas de petri de 100 mm con medio ISCOVE
suplementado con suero fetal bovino inactivado al 10% y de
penicilina/estreptavidina 1%. Se incubaron a 37°C con 5% de CO2 en atmosfera
de humedad saturada. Para los experimentos se cuantificé y evalud el nUmero de
células mediante el ensayo de exclusiéon de azul de tripano en camaras de

Neubauer.

3. Ensayo de viabilidad (proliferacion)

Se cuantificaron las células durante los dias especificados, partiendo de 100 000
células sembradas en cajas de 6 pozos (34.8 mm). Se hizo una dilucién 1:5 con

las células y azul de tripano y se cuantificé en microscopio de campo claro.

4. Extraccion de acidos nucleicos y proteina

Extraccién de ADN

El ADN se extrajo mediante el método de fenol-cloroformo. Se centrifugaron
aproximadamente 3x108 células. Se lavé el pellet con PBS 1x y las células se
incubaron con MIX I, adicionado con RNasa A (50 pg/mL) a 37°C por 30 min..
Posteriormente se incubaron con amortiguador Mix Il adicionado con Proteinasa
K (50 pg/mL) a 50°C durante toda la noche. Se agregd un volumen de fenol-
cloroformo-acido isoamilico, se centrifugo y se lavo con un volumen de cloroformo.
Posteriormente, se precipité el ADN con un volumen de etanol al 70%, se dejo
secar y se resuspendio con agua inyectable. EI ADN extraido se cuantificé en un

NanoDrop 2000 y se ajusté la muestra a una concentracion de 100 ng/puL.
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Extraccion de RNA

El RNA de 3x10° células se extrajo mediante el método de trizol (1 mL).
Posteriormente se agregaron 200 pL de cloroformo para separar las fases que
contiene RNA. Se agregaron 500 pL de isopropanol y se precipitd durante 10 min.
Se centrifugd la muestra y se lavo el pellet obtenido con etanol al 70%. Se dejo
secar el pellet a temperatura ambiente y se resuspendié en una cantidad
adecuada de agua inyectable. EI RNA se cuantific6 en NanoDrop-2000. Para
determinar la integridad del RNA, se corrieron 2 pug en un gel desnaturalizante de
agarosa al 1.2% con 5% de formaldehido 37%. El gel se corrié durante 30 min. a
80 V y se observo la proporcion de las subunidades 28S y 18S. La banda 28S

debe ser aproximadamente del doble de tamafio que la 18S.

Extraccion de proteina

Se centrifugaron aproximadamente 3x108 células K562 y se lisaron a 4°C en
amortiguador de lisis RIPA complementado con inhibidores de proteasas.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm por 5 min a 4°C y se
recolectaron los sobrenadantes. La concentracidon de proteina se determiné
usando el método de Bradford. La colorimetria se cuantificé por lector de Elisa
(Modelo 680).

5. Knockdown de CTCF

Se generaron células K562 inducibles para el knockdown de CTCF. El plasmido
usado para el knockdown contra CTCF es un ARN corto interferente (ShRNAI)
dirigido contra CTCF disefiado previamente en el laboratorio (Gonzalez-Buendia
et al.,, 2014), el cual fue clonado en el vector lentiviral PII3.7. Se generaron
particulas lentivirales a una concentracion de 5 MOI vy se infectaron las células
K562 (infeccion hecha por la bidloga Georgina Guerrero Avendafo). El vector
utilizado contiene el gen de resistencia a puromicina empleado para seleccionar a
las células transducidas (1pg/mL cada 24 h. hasta que todas las células control,
sin resistencia, mueran). La expresion del shRNAI se indujo con doxiciclina (1
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ug/mL cada 24 h. por 7 dias). El efecto de la interferencia se evalu6 mediante

western blot.

6. Retrotranscripcion

Para obtener el ADN complementario (CADN) se trataron 2 ug de ARN con DNasa
I. Esta mezcla se mantuvo a 37°C durante 30 min. y 15 min. a 65°C al agregar el
amortiguador de paro. Posteriormente, se realizé una retrotranscripcion (RT) con
la enzima AMV de Promega y con 1 uL de oligo dT, manteniendo la muestra a 42
°C durante 1 hr.

7.gqRT- PCR

Para realizar la PCR cuantitativa se diluyéo el producto obtenido de la
retrotranscripcion a una concentracion 1:5 con agua inyectable. Se utilizaron los
oligonucledtidos especificos para los genes de interés y se agregd SYBR Green
para cuantificar los productos de amplificacion. Como control se utilizaron
oligonucledtidos para el gen constitutivo GAPDH. Para determinar la
concentracion relativa de los transcritos se utilizé el método comparativo ACt.

Pares de oligonucleétidos utilizados se encuentran en la tabla suplementaria 2.

8. Western-blot

Los lisados cuantificados se hirvieron 5 min. con amortiguador Laemmli.
Posteriormente se hizo electroforesis SDS-PAGE en geles de 7.5% acrilamida y
las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF en condiciones estandar.
Las membranas se bloguearon con TBS-t .1% con 5% leche descremada y
posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios de CTCF (1:2000) o

GAPDH (1:1000) a 4°C toda la noche en agitacion. Posteriormente, las
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membranas lavadas se incubaron con anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rdbano, segun el caso (anti-mouse IgG o anti-rabbit IgG HRP-
conjugado) y se revelaron agregando el sustrato quimioluminiscente (SuperSignal

West pico Chemiluminiscent Substrate).

9. Ensayo de B-galactosidasa asociada a senescencia

Se agreg6 poli-I-lisina a las placas de cultivo en una dilucién 1:10 durante un
minimo de dos h. Los pozos se lavaron con PBS y se agrego6 la cantidad adecuada
de células para formar una monocapa (~3x10°) con medio fresco y se dejaron
adherir por 12 h.. Las células pegadas a las placas se lavaron con PBS. Se
incubaron en amortiguador de fijacién durante 5 min.. Se lavaron las células con
PBS y se les agregd amortiguador de tincién con el que se incubaron a 37°C sin
COs2. Se lavaron las células. Se agregé metanol y se dejaron secar. Se observé

en microscopio de epifluorescencia.

10. Inmunoprecipitacion de la cromatina

La inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP) consistioé en utilizar un anticuerpo
especifico contra la proteina de interés seguido de la extraccibn de ADN. Se
sembraron células K562 en cajas de Petri de 20 cm. y se agregaron 2 mL de
amortiguador de cross-linking en 20 mL de medio para obtener una concentracion
de 1% de formaldehido al 37% para fijar interacciones ADN- proteinas que se
llevaron a cabo en las células, se fijaron durante 10 min. Posteriormente, las
células se lavaron 3 veces con PBS frio. Después, se agregd 1 mL de
amortiguador de lisis con inhibidores de proteasas a las células y se realizé la
sonicaciéon de la muestra aplicando 12 pulsos de 30 seg. a 35% de amplitud para
obtener fragmentos de aproximadamente 400-800 pb. Para determinar el tamafio
de los fragmentos obtenidos se tomd una alicuota de 25 pL, se extrajo el ADN con

fenol-cloroformo que se corri6 en un gel de agarosa 1%. Para las
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inmunoprecipitaciones se utilizaron 50 ug de ADN. Cada muestra se incub6 con 5
pL de un anticuerpo anti-CTCF (Millipore). Como controles se utilizaron muestras
con anticuerpo IgG. Para precipitar se utilizaron 30 pL de perlas Proteina G/A.
Después, se realizaron 4 lavados con amortiguador de paro | y un lavado con
amortiguador de paro Il. Finalmente se agregé amortiguador de elucion para
separar el ADN de las perlas y se realizd una extraccion de ADN para realizar la
PCR. Las secuencias de ADN inmunoprecipitadas se amplificaron por PCR punto
final o PCR tiempo real utilizando oligonucleétidos especificos de las zonas de

interés previamente estandarizados.

11. Diseiio y estandarizacion de oligonucleotidos

Se generaron oligos contra ctcf, p21, Mmp3 e Igfbp5, mediante el software Primer

blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Las secuencias se

alinearon en el Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) para verificar su

especificidad. Los oligonucleotidos fueron desalados y se mandaron a disefiar a
Sigma. Los oligonucleétidos fueron estandarizados mediante PCR punto final bajo
distintas concentraciones de MgCl2 asi como a distintas temperaturas de

alineamiento para conocer las condiciones 6ptimas de los oligonucleétidos.
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Los oligonucle6tidos se muestran en la siguiente tabla:

Oligos Secuencia forward Secuenciareverse
RT-PCR
Ctcf CTTTGCAGCCACGGAGAG TCTCCTTTCCTTTAATAAAAGTTCG
p21 AAGACCATGTGGACCTGTCACTGT GAAGATCAGCCGGCGTTTG
Mmp3 CAAAACATATTTCTTTGTAGAGGACAA TTCAGCTATTTGCTTGGGAAA
Igfbp5 GTACCTGCCCAATTGTGACC AAGTCCCCGTCAACGTACTC
Oligos
ChIP
lgfbp5 ATGAGCCTCACAGGCAAGTC TAACAGCCCACACCAAGTCC

12. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos se presentaron como la media S.D. de al menos tres
experimentos independientes con tres réplicas técnicas cada uno. Posteriormente,
se analizaron estadisticamente usando la prueba de t de Student con significancia
de p< 0.05 en el software de GraphPad Prisma 5.
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Resultados

1. Validacion del modelo de estudio

En trabajos previos se ha reportado la disminucién la proteina y el transcrito de
CTCEF, proteina capaz de regular la transcripcion de genes mediante la formacion
de asas de cromatina (Fu, 2004; Hirosue, 2012; Kang, 2015). De manera
interesante, se ha reportado que la disminucion de CTCF induce un arresto del
ciclo celular en células embrionarias de raton (Yang, 2012). Por lo que la

disminucién de CTCF podria inducir senescencia celular.

Para evaluar esta posibilidad, se utilizé un sistema lentiviral en células K562
(CML) que permite disminuir los niveles de proteina de CTCF mediante la
degradacion de su transcrito con un shRNA expresado de manera inducible al
agregar doxiciclina al medio. Se realizaron western blots contra la proteina CTCF,
donde se observa la disminucién parcial del producto (Figura 8A). Adicionalmente,
los transcritos de su gen fueron evaluados mediante qRT-PCR, donde se observo

una disminucién de mas del 50% del transcrito (Figura 8B).
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Figura 8. Validacion de disminucién de CTCF A Western blot contra CTCF. Por orden de aparicién:
vector vacio con doxiciclina (VV/DOX) y vector shCTCF con doxiciclina (KD/DOX), al dia 7 de la
induccion,1y 2 corresponden a distintas réplicas bioldgicas, n=6. B gRT-PCR de CTCF de células
tratadas con doxiciclina. Por orden de aparicion: vector vacio con doxiciclina (VV) y vector shCTCF
con doxiciclina (KD), al dia 7 de la induccién, n=6. Se muestra la media + desviacion estandar
(DE), como prueba estadistica se utilizé una t de Student pareada, con un intervalo de confianza
del 95% *p(valor)= 0.0190.
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2. Evaluacién de proliferacion

Para evaluar el arresto del ciclo celular caracteristico de la senescencia se realizé
una curva de viabilidad para evaluar la proliferacion. Primero se hizo del dia 0 al
dia 3, tomando como dia 0 el dia de induccién con doxiciclina (Figura 9A) donde
se observo una disminucion significativa de la proliferacion entre el grupo KD/DOX
y VV/IDOX a partir del tercer dia. Posteriormente, se evalué si el efecto era
transitorio, por lo que se hizo otra curva del dia 4 al dia 8 de la induccion, donde
se observd una disminucion en la tasa de proliferacion de todos los grupos con
respecto al VV, por lo que se decidié tomar al VV/DOX como control, en los
siguientes experimentos. Asimismo, se puede observar una disminucion
significativa en la proliferacion a partir del dia 5 de la induccion que se mantiene
hasta el dia 8. Con base en los datos, se decidié6 mantener el dia 7 como dia de
experimentacion para el futuro (Figura 9B). Decisién apoyada por datos de la
literatura en la que se demuestra que las caracteristicas del fenotipo senescente

tardan aproximadamente 6 dias en aparecer (Campisi J. 2013).
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Figura 9. Ensayo de viabilidad (proliferacién) A Cuantificacion mediante azul de tripano de células
tratadas con doxiciclina del dia 0 al 3 de la induccion. Por orden de aparicion: vector vacio sin
doxiciclina (VV); vector vacio con doxiciclina (VV/DOX); vector shCTCF sin doxiciclina (KD) y
vector shCTCF con doxiciclina (KD/DOX), n=3, p(valor)= 0.0357. B Cuantificacion mediante azul
de tripano, mismas células del dia 4-8 de la induccién, n=3, p(valor)= 0.0324; 0.0029; 0.0337 y
0.0279. Se muestra la mediat DE. Los datos fueron analizados con la prueba t de Student no
pareada con un intervalo de confianza del 95%.
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3. Evaluacion de pardmetros asociados a la senescencia celular

Con la finalidad de entender el tipo de arresto celular observado, se hizo el ensayo
de Bgalactosidasa asociada a senescencia, técnica ampliamente usada para
sugerir la presencia de células senescentes. En las micrografias se puede
observar un aumento en la intensidad colorimétrica en células KD/DOX (Figura
10A) y cuantificada (Figura 10B), asi como un mayor tamafio en las mismas, como
se puede apreciar en el acercamiento (Figura 10C). Por otro lado, en las
micrografias no se pueden observar cuerpos apoptoéticos ni células necroticas

evidentes (Figura 10A).
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Figura 10. Ensayo de actividad de B-galactosidasa asociada a senescencia. A Micrografias
representativas de ensayo de actividad de 3-galactosidasa asociada a senescencia realizado en
el dia 7 de la induccién 20x. Por orden de aparicion: vector vacio sin doxiciclina (VV); vector vacio
con doxiciclina (VV/DOX); vector shCTCF sin doxiciclina (KD) y vector shCTCF con doxiciclina
(KD/DOX). B Cuantificacion de micrografias, n=3, p(valor)=0.015. Prueba t de Student no pareada
con un intervalo de confianza del 95% comparacion entre VV/DOX y KD/DOX, se muestra la
mediat DE. C Amplificacion de micrografias.
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Ademas, se evalué la expresion de dos genes usualmente sobreexpresados
en senescencia celular, p21 y mmp3. En el primero, se observd de manera
inesperada una disminucion en las células KD/DOX con respecto al control de
alrededor de un 50% (Figura 11A). Mientras que el transcrito del gen mmp3 parece

aumentar alrededor de 5 veces (Figura 11B).
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Figura 11. Evaluacion de los transcritos de los genes p21 y mmp3. A RT-PCR del transcrito del
gen p21 de células inducidas durante 7 dias con doxiciclina. Por orden de aparicién: vector vacio
con doxiciclina (VV) y vector shCTCF con doxiciclina (KD), al dia 7 de la induccion, *p(valor) <
0.0001, n=6. B. RT-PCR del transcrito del gen mmp3 en las mismas condiciones, *p(valor)=
0.0340, n=4. Se muestra la mediat DE. Se utilizé la prueba estadistica t de Student no pareada
con un intervalo de confianza del 95%.
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4. Andlisis de genes afectados por disminucién de CTCF

Los resultados anteriores sugieren que la disminucion de CTCF es capaz de
inducir el fenotipo senescente, por lo que nos parecio relevante explorar posibles
mecanismos o vias de accion. Para ello, se obtuvo la lista de genes de expresion
diferencial de un RNA-seq de células HEK293 con un knockdown contra CTCF
(Zuin, J., et.al, 2014). Con ellos, se realiz6 una ontologia de genes, donde se
observan 10 categorias significativamente enriquecidas. De manera interesante,

las dos mayormente representadas son “reparacion durante respuesta
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inflamatoria” y “regulacién de la proliferacion” (Figura 12A), categorias

congruentes con el fenotipo senescente.

respuesta celular a nutrientes
regulacion positiva de la transcripcion
traslocacion de proteinas al nucleo
respuesta a hipoxia

morfogénesis celular

regulacion de localizacion

regulacion de comunicacion celular
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Figura 12. Ontologia de genes regulados por CTCF. Gréafica de categorias representadas
significativamente en lista de genes regulados por CTCF. -LOG10(0.05)=1.30. Los datos utilizados
fueron obtenidos de experimentos de RNA-seq en células HEK293 (Zuin, J., et. al., 2014).

Con base en este andlisis, se tomaron los genes de la categoria de
regulacion de la proliferacion para buscar literatura asociada a senescencia de
cada uno de los 15 candidatos (Tabla 1). Como resultado de esta basqueda, se
encontraron a los genes sobreexpresados Txnip e Igfbp5, que coinciden con los
genes con mayor factor de cambio de esta categoria. Se ha demostrado que los
productos de estos genes son capaces de favorecer al fenotipo senescente en
células endoteliales bovinas y células endoteliales de vena umbilical humana,
respectivamente (Kim, K., et. al., 2007; Rombouts, C. et. al., 2014; Riahi, Y., et.
al., 2015). Ya que el gen Txnip parece solo favorecer la entrada a senescencia
celular mediada por p53 se descartd como candidato. Por su parte, IGFBP5 se ha

reportado capaz de inducir senescencia celular mediada por p53 en fibroblastos



humanos y en células endoteliales de vena umbilical. De manera interesante,
IGFPB5 (proteina de union al factor parecido a la insulina, por sus siglas en inglés)
compite por el ligando IGF en el espacio extracelular, ocasionando la disminucion
en la actividad de la via de sefializacion PISK-AKT que como se mencioné
previamente, puede inducir el fenotipo senescente. Por ultimo, la actividad de esta
via de sefializacion inhibe el proceso de autofagia, que se vio involucrada en la
entrada a senescencia de la linea celular K562 (Yang, 2012). Por estos

antecedentes, IGFBP5 se mantuvo como sujeto de estudio.

Tabla 1. Genes de la categoria que se vincula con la regulacion del ciclo celular.

F2R 0.269 HES1 5.199
FNTB 0.217 ATF3 5.370
GLI2 0.208 SPHK1 5.370
TNS3 0.194 SOX4 3.801
S100All 0.173 GJA1l 4.178

FLT4 0.125 IGFBP5 6.561
TGFB1 0.125 TXNIP 8.986
HMOX1 0.051

5. Exploracion de posible mecanismo de accion de CTCF

Para indagar el posible mecanismo por el cual la disminucion de CTCF induce

senescencia celular, se valid6 la regulacion del gen Igfbp5 en nuestro modelo
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mediante gRT-PCR donde se observé un aumento del transcrito de manera similar

al reportado por Zuin y colaboradores (Figura 13A).

A
4- 304
9 9
2 ]
g % E 20
4 & 21 3
= 5 ]
g N E 10
0- o
B 10 kb | hg19 —
RefSeq IGFBPS n—— | ] =
B @ ad
RNA-seq S LR . : L CP 8
H3K4me3 R AP " WS I PO
H3K27Ac e em e mm e o e A e e e o s Y 1 S
CTCF ‘ | L | L

Figura 13. Evaluacion del locus del gen Igfbp5. A RT-PCR del transcrito de Igfbp5 de células
inducidas con doxiciclina durante 7 dias, *p(valor)= 0.0002 , n=3. B Representacion del Consorcio
Encode del locus de Igfbp5. Flechas indican los oligos usados para ambos experimentos, recuadro
rojo indica enriquecimiento evaluado por ChIP. C Inmunoprecipitaciéon de la cromatina con un
anticuerpo anti-CTCF en el locus de Igfbp5 n=1.

Posteriormente, se analizo el locus del gen Igfbp5, para observar si CTCF
participa en la regulacion directa del gen. Para ello, se visualizaron los datos de
ENCODE en el buscador del genoma de la UCSC (Figura 13B). El locus presenta
transcripcion anti-sentido en los exones del gen; enriquecimiento de la marca de
H3K4me3 (marca asociada a promotores y menos comunmente a potenciadores),
indicando la localizacion del promotor asi como de un posible potenciador en el
primer intron del gen; enriquecimiento de H3K27Ac (marca asociada a
potenciadores) en el mismo intréon y 5 picos de enriquecimiento de CTCF,
validados mediante la técnica de ChIP en la linea celular K562, distribuidos rio

arriba y rio debajo del sitio de inicio de la transcripcion. Ya que en nuestro modelo
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se observo un aumento del transcrito del gen Igfbp5, resulté de interés analizar en
primera instancia los enriquecimientos cercanos al promotor, por lo que se decidié

seguir el proyecto con el mas cercano de ellos, el segundo (Figura 13B).

Finalmente, se hizo una inmunoprecipitacion de la cromatina contra CTCF
en las células VV/DOX y KD/DOX y se observo una disminucion en la ocupaciéon
de CTCF en KD/DOX con respecto a VV/DOX (Figura 13C). Aungue correlativos,
los datos obtenidos permiten la construccion del siguiente modelo: Al disminuir los
niveles globales de CTCF, su enriquecimiento localizado rio arriba del sitio de
inicio de la transcripcion del gen Igfbp5 disminuye, lo que podria inducir la
sobreexpresién del dltimo, siendo el posterior incremento de su proteina la

causante de la induccion a senescencia celular (Figura 14).

g\ shRNAI

O'

@ ). Senescencia celular

Figura 14. Modelo final. La disminucion de CTCF rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion resulta en el aumento del transcrito del gen Igfbp5, lo que podria
inducir el fenotipo senescente.
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Discusioén

La senescencia celular es un estado que se podria interpretar como un paso
aberrante de diferenciacion dado que existen cambios en los patrones de
expresion de muchos genes entre ellos factores de transcripcion, estos ultimos
orquestando el proceso. De manera interesante, en la senescencia celular
replicativa asi como en la prematura inducida por estrés epigenético y activacion
de oncogenes, se ha reportado una disminucion de CTCF, tanto a nivel de
proteina como de transcrito (Fu, 2004; Hirosue, 2012; Kang, 2015). De manera
interesante, también se ha observado que en senescencia inducida por
oncogenes hay una disminucion local de interacciones cortas, particularmente en
regiones cercanas a la envoltura nuclear, lo que parece promover la formacion del
SAHF (Chandra T. et. al., 2015) , mientras que en senescencia replicativa, se ha
observado un decremento en interacciones largas y ganancia de interacciones
cortas (Criscione et al., 2016). Esto es particularmente interesante dado que se
reporté que la disminucion de CTCF induce la pérdida de interacciones cortas
mientras que las largas se enriquecen (Zuin et. al.,, 2014). Sin embargo, las
diferencias entre estos dos fenotipos da paso a pensar que CTCF no se estaria
perdiendo de las mismas regiones en estos dos modelos y que esta diferencia
podria estar mediada por proteinas que se asocian a CTCF o por caracteristicas

de la entrada a senescencia que hasta el momento no son claras.

Todo lo anterior promueve la idea de que la disminucion de CTCF podria ser un
inductor del fenotipo senescente, lo que se evalu6 en este proyecto. Para evaluar
esta posibilidad se utilizé un sistema knockdown contra CTCF en la linea celular
K562 (CML) que resultd en la disminucion parcial tanto de la proteina como de su
transcrito lo que resultdé un modelo que se consideré adecuado para continuar el

proyecto.
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Un fenotipo evidente de la senescencia es el arresto del ciclo celular, el cual
se evalué mediante ensayos de viabilidad (proliferacion). En estos experimentos
se observo que las células KD/DOX proliferan méas lento desde el dia 3 hasta el
dia 8 de su induccion (Figura 9). Sin embargo, este fendmeno podria ser explicado
no solo por senescencia celular, sino también por quiescencia y muerte celular.
La curva de crecimiento fue evaluada en medio de cultivo ISCOVE adicionado con
suero fetal bovino al 10% rico en mitdégenos, por lo que el efecto observado no
podria ser un reflejo de quiescencia celular, arresto reversible en presencia de los
mismos. Mientras que la muerte celular queda parcialmente descartada por la falta
de cuerpos apoptoticos y células necroticas en las micrografias (Figura 10), para
corroborar esta afirmacion seria necesario realizar otros experimentos como

evaluar por Anexina V la activacion de la via apoptética.

Posteriormente, se evalué la actividad de [(-galactosidasa asociada a
senescencia (Figura 10), actividad no presente en células quiescentes ni
postmitoticas. En estas micrografias se pudo observar que de manera basal, las
células K562 presentan actividad, sin embargo, las células KD/DOX presentaron
un aumento significativo en la intensidad del ensayo, lo que sugiere que el arresto
celular observado corresponde a senescencia celular. De manera interesante, se
puede observar que no todas las células en el grupo KD/DOX se tifieron con mayor
intensidad, lo que podria sugerir gue CTCF promueve el fenotipo senescente y no
es suficiente para inducir senescencia celular o que no todas las células son
igualmente susceptibles a esta disminucion, evento que sucede también en la

diferenciacion in vitro.

Adicionalmente, las células senescentes tienden a aumentar de tamafio con
respecto a las proliferativas, propiedad que se hace evidente cuando se realizé un
aumento en la imagen (Figura 10C). Para validar la senescencia celular

molecularmente, se evaluaron los transcritos de los genes p21 y mmp3, dos genes
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normalmente regulados positivamente en senescencia celular. Inesperadamente,
se observd que el transcrito del gen p21 disminuye significativamente en las
células KD/DOX con respecto al control (Figura 11A). El gen p21 es un blanco de
p53, proteina trunca inactiva en las células K562 mientras que su locus presenta
varios sitios de union a CTCF por lo que podria estar siendo modulado
directamente por el knockdown. De manera interesante, se ha visto que la linea
celular K562 puede entrar a senescencia celular independientemente de p53, p21
y p16 por lo que se decidio evaluar otro gen. Asi, se evaluo el transcrito del gen
mmp3, que codifica para una metaloproteasa también aumentada en senescencia
celular (Demaria, 2014), congruente con lo reportado, se observd un aumento de
este transcrito en el grupo KD/DOX con respecto al grupo control (Figura 11B). En
conjunto, estos datos sugieren que la disminucion de CTCF induce senescencia
celular independiente de p53, p21 y p16 en la linea celular K562. Es importante
aclarar que en este proyecto no se evaluo la formacion de SAFH ni se ha reportado
en este modelo, lo que podria ser de interés para evaluar el mecanismo mediante

el cual la disminucién de CTCF podria inducir senescencia celular.

El mecanismo por el que la disminucion de CTCF induce senescencia celular
podria ocurrir a dos niveles: 1) que su disminucion global desestabilice al genoma
de manera que se active el mecanismo de reparaciéon de dafio al ADN. Sin
embargo, esta induccidon es dependiente de p53, por lo que se descarta esta
posibilidad por el modelo de estudio de este trabajo (Campisi, 2013), 2) que la
pérdida de CTCF en loci especificos desregule genes que puedan inducir
senescencia de manera independiente a p53/p21 y pl16. Para evaluar este posible
mecanismo de accion, se realiz6 ontologia de genes de los resultados de un RNA-
seq de un sistema de knockdown de CTCF en la linea celular HEK293 (Figura
12). El analisis de los genes regulados diferencialmente en este sistema
evidenciaron el enriquecimiento significativo de 10 categorias. Entre estas
categorias fueron de especial interés las dos mas significativas: reparacion

durante respuesta inflamatoria y regulacion de la proliferacién, ya que el fenotipo
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senescente esta relacionado con ambas, lo que apoya los datos obtenidos.
Posteriormente, se tomaron los genes de la categoria de proliferacién celular con
la intencion de analizar si algunos de estos podrian estar relacionados con la
induccion a senescencia celular (Tabla 1). De la lista de 15 genes, dos de ellos se
relacionan con este fenotipo en publicaciones previas. El primero es Txnip, en
células endoteliales bovinas se ha observado que la regulacion positiva de su gen
y su posterior traduccién promueven la produccion de especies reactivas de
oxigeno, lo que es capaz de inducir senescencia dependiente de p53 (Riahi,
2015). El segundo es el gen Igfbp5, cuya sobreexpresion se ha visto capaz de
inducir senescencia en células endoteliales umbilicales humanas. La proteina
codificada por este gen es secretada al medio extracelular donde secuestra al
factor de crecimiento IGF, disminuyendo la actividad de la via de sefalizacion
PI3K-AKT, que se ha visto implicada en procesos de proliferacion y sobrevivencia
inhibiendo tanto a la senescencia como a la muerte celular (Kim 2007; Nowicki,
2011; Rombouts, 2014). De manera particular, mMTORCL1, complejo proteico parte
de la via de sefalizacion a insulina es capaz de inhibir autofagia, proceso que
puede inducir senescencia celular, como se observo en el articulo de induccion a
senescencia en la linea celular K562 (Yang, 2012). Por ultimo, en esta misma
publicacion, se sugirid que la disminucion de los factores de transcripcion SP1 y
14-3-3zeta podria tener un papel causal en la induccidn a senescencia. De manera
interesante, ambos genes son regulados positivamente por la via de sefializacion

PI3K-AKT, por lo que se seleccion6 al gen Igfbp5 para analisis posteriores.

Por lo anterior, se evalué si el gen Ifgbp5 se regulaba diferencialmente en el
presente modelo de estudio, donde se valido el aumento del transcrito en las
células con el KD/DOX (Figura 12A). Posteriormente, para abordar si el
mecanismo mediante el cual la disminucion de CTCF promueve la expresiéon de
Igfbp5 es directo o indirecto, se hizo una visualizacién en el buscador del genoma
de la UCSC. Se observo que el gen Igfbp5 se transcribe a niveles bajos en células

K562 silvestres, dato que se refleja en los enriguecimientos sutiles en las marcas
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de histona H3K4me3 y H3K27Ac (Figura 13B). Ademas, datos provenientes de
experimentos de ChIP cargados en esta plataforma permiten la visualizacion de
al menos 5 enriquecimientos evidentes de la proteina CTCF en este locus,
distribuidos tanto rio arriba como rio abajo del sitio de inicio de la transcripcion. A
partir de ello resultd interesante evaluar la posibilidad de que la disminucion de
CTCEF altere directamente al locus del gen Igfbp5 por lo que hicimos un ChIP en
nuestro sistema (Figura 13C). Como sujeto de estudio se tomo al enriquecimiento
mas cercano al promotor, donde se observd una clara pérdida del factor CTCF.
Esto resulta interesante ya que previamente se ha observado que quitar un sitio
de unién de CTCF puede inducir la transcripcién de los genes HOX caudales en
células troncales embrionarias mediante la expansion de la marca H3K4me3
(Narenda, 2015) asi como de genes involucrados en la formacion de los dedos en
el ratén, donde se demostré que al perderse CTCF, el locus interactia con
enhancers que inducen su sobreexpresion (Lupiafiez, 2015). Por lo que los
experimentos correlativos sugieren que la disminucién en la union de CTCF en
una region cercana al promotor de Igfbp5 podria inducir la sobreexpresion del
mismo. Para validar esta hipétesis seria interesante remover ese sitio de unién
mediante la herramienta de edicion CRISPR-Cas. Sus posibles resultados
sugeririan de manera mas contundente si el efecto es directo y si el aumentar la
expresion del gen Igfbp5 induce el fenotipo senescente en el presente modelo de
estudio. De ser asi, la sobreexpresion podria estar mediada por la interaccion con
enhancers o incluso promotores que se acerguen por el cambio en la topologia de
la cromatina inducida por la pérdida de CTCF o por mecanismos de expansion de
la marca H3K4me3 por el complejo Thritorax en un efecto mas local. Para poder
discernir entre estos eventos seria interesante hacer un 4C para evaluar las
interacciones de la cromatina usando como ancla el sitio de unién de CTCF
reportado en este proyecto y ChIP para evaluar la posible expansion de marcas

de transcripcion ya que en este modelo la transcripcion es baja.
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Conclusiones

e La disminucion de CTCF en la linea celular K562 es capaz de inducir
senescencia celular independiente de p53/p21y p16.

e Andlisis de resultados de otros trabajos sugieren que el gen Igfbp5 podria
estar implicado en la entrada a senescencia en el modelo de estudio.

e El gen Igfbp5 se encuentra sobreexpresado en nuestro modelo.

e Un enriquecimiento de CTCF cercano al promotor del gen Igfbp5 se abate

en las células knockdown sugiriendo un efecto directo en este ultimo.

Perspectivas

e Evaluar los niveles de la proteina IGFBP5.

e Analizar pérdida o ganancia de interacciones en el locus del gen Igfbp5 en
el presente modelo de estudio.

e Comprobar que la pérdida de CTCF cerca del promotor del gen Igfbp5
causa la sobreexpresion del mismo gen mediante el sistema de edicidon
CRISPR-CAS9.

e Hacer la sobreexpresion del gen Igfbp5 para evaluar marcadores de
induccién a senescencia celular.

e Evaluar la participacion de la via de sefalizacion PI3K-AKT en el proceso
de induccion.

e Evaluar los posibles mecanismos de disminucién de los niveles del factor

CTCF en un modelo de senescencia celular.
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