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RESUMEN

El cancer de ovario es la enfermedad ginecologica mas letal en mujeres.
Clinicamente esta enfermedad es dificil de identificar, ya que las pacientes a
menudo presentan sintomatologia no especifica. Debido a esto, el 80% de las
mujeres son diagnosticadas con cancer avanzado. Ademas, se caracteriza por
tener una alta inestabilidad genémica nuclear.

La desestabilizacién nuclear o inestabilidad genémica nuclear es un fenbmeno
catalogado como uno de los hallmark del cancer, el cual se define como la perdida
de la homeostasis gendmica de las células. Esto genera la produccién de
micronucleos, los cuales son destinados a los exosomas.

CTCEF es un factor de transcripcién involucrado en la regulacién genética como en
la estabilidad genémica nuclear y este se encuentra sobre expresado en el cancer
de ovario, por lo que en este trabajo investigamos la correlacion entre i) CTCF y
la inestabilidad nuclear, ii) la presencia de CTCF en exosomas secretados por
células de cancer de ovario vy iii) la posibilidad de que CTCF sea el responsable
de la presencia de proteinas y RNAs que posean capacidades promotoras de la

tumorogénesis 0 metastasis en exosomas.

Los resultados de esta investigacion muestran que la sobre expresion de CTCF

esta correlacionada positivamente con la inestabilidad gendmica nuclear ya que

cuando aumentan los niveles de CTCF en los tumores primarios de pacientes con

XV



cancer de ovario de la base de datos TCGA Firehose Legacy, aumentan los
niveles del complejo NuRD y de la maquinara de reparacion del DNA. Esto
gatillaria la promocion de la produccion de micronucleos, los cuales son
incorporados a exosomas. Por otra parte, se detectd la presencia de CTCF en
exosomas secretados por células de cancer de ovario A2780. Estos resultados
sugieren que CTCF podria tener un rol activo en la generacion de los
micronucleos.

Debido a la presencia de CTCF en exosomas, se evalud in silico tanto las
proteinas como los RNAs que interactian con CTCF, para primero verificar Si
estas biomoléculas han sido descritas como cargo de exosomas y segundo,
evaluar si estas poseen la capacidad de promover tumorogénesis 0 metastasis.
Mediante el uso de técnicas bioinformaticas, mostramos que las biomoléculas que
pasaron los filtros han sido descritas estar presentes en exosomas como también
promotores de varios mecanismos tumorogénicos y/o metastasicos.

Nuestros resultados sugieren que es posible que CTCF y su interactoma formaria
parte del cargo de los microndcleos y finalmente seria destinado a los exosomas.
Asi, la sobre expresion de CTCF podria ser responsable de la promocion o
aumento del <cargo nuclear y de la destinacion de agentes

protumorales/metastasicos en vesiculas extracelulares del tipo exosomas.
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ABSTRACT

Ovarian cancer is the most lethal gynecological disease in women. Clinically, this
disease is difficult to identify since patients often present non-specific symptoms.

Because of this, 80% of women are diagnosed with advanced cancer.

Ovarian cancer is known to have high nuclear genomic instability. Nuclear
destabilization or nuclear genomic instability is a phenomenon classified as one of
the hallmarks of cancer, which is defined as the loss of genomic homeostasis of
cells. This generates the production of micronuclei, which are destined for

exosomes.

CTCEF is a transcription factor involved in genetic regulation as well as in nuclear
genomic stability and it is overexpressed in ovarian cancer. So, in this work we
investigated the correlation between i) CTCF and nuclear instability, ii) the
presence of CTCF in exosomes secreted by ovarian cancer cells and iii) the
possibility that CTCF is responsible for the presence of proteins and RNAs in

exosome which have tumorigenic and pro-metastatic capacities.

The results of this research show a positive correlation between CTCF levels,
NuRD complex and the DNA repair machinery increases in primary tumors from
patients with ovarian cancer from the TCGA Firehose Legacy database. Therefore,

CTCF overexpression is positively correlated with nuclear genomic instability. This
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would trigger the promotion of micronuclei production, which could be incorporated

into exosomes.

On the other hand, the presence of CTCF was detected in exosomes secreted by
A2780 ovarian cancer cells. All these results indicate that CTCF could play an

active role in the generation of micronuclei.

Due to the presence of CTCF in exosomes, both proteins and RNAs that interact
with CTCF were evaluated in silico, to first verify if these biomolecules have been
described as cargo of exosomes and second, to evaluate if they have the ability to

promote tumorigenesis or metastasis.

Using bioinformatic techniques, we show that filter-passing biomolecules have
been described to be present in exosomes as well as promoters of various

tumorogenic and/or metastatic mechanisms.

Our results suggest that it is possible that CTCF and its interactome would be part
of the micronucleus cargo and would ultimately be destined for exosomes. Thus,
the overexpression of CTCF could be responsible for the promotion or increase of
the nuclear cargo and the destination of protumor/metastatic agents in extracellular

vesicles of the exosome type.
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1. INTRODUCCION

1.1. Céncer de ovario

El cancer de ovario es la enfermedad ginecolégica mas letal en mujeres [1].
Mundialmente se estiman 314.000 casos nuevos y 207.000 muertes anuales
[2]. El riesgo de desarrollar cancer de ovario para una mujeresde 1 en 75y la
probabilidad de morir por esta enfermedad es de 1 en 100 [3]. Clinicamente
esta enfermedad es dificil de identificar, ya que las pacientes a menudo
presentan sintomatologia no especifica como fatiga e hinchazén abdominal. De
hecho, el 80% de las mujeres son diagnosticadas con cancer avanzado en
donde la sobrevida a los 5 afios no supera el 5%, comparado con el 92% si es
que el cancer es detectado tempranamente [4]. Para las mujeres
diagnosticadas con etapas avanzadas de la enfermedad, las opciones de
tratamiento son limitadas y aunque el cancer sea detectado tempranamente la
probabilidad de recurrencia es del 70% en 18 meses. [4]. Llama la atencion que
el promedio de sobrevida a los 5 afios varia entre 30-40% a nivel mundial, y
gue solo haya tenido un incremento modesto del orden del 2-4% desde 1995
[5]. A su vez los canceres ginecologicos (cuello uterino, ovario, Utero, vagina,
vulva) alcanzan al 11,5% del total de los canceres en la mujer y entre ellos el

cancer de ovario se ubica en el segundo lugar con 3,9% del total de los tumores



ginecologicos. En el afio 2010 en Chile, el carcinoma epitelial de ovario fue la

9° causa de muerte en la mujer [6].

1.2. Fisiopatologia del Cancer de Ovario

Clasificacién patolégica

Casi todos los tumores benignos y malignos de ovario se originan de tres tipos
celulares: células epiteliales, células estromales y células germinales. En
paises desarrollados mas del 90% de los casos de un tumor maligno de ovario
son de origen epitelial, 5-6% son de origen estromal y el 2-3% son de origen
germinal [7]. Ademas, cada categoria posee un numero definido de subtipos,

los cuales pueden encontrarse de forma combinada en tumores.

En el caso de tumores epiteliales, estos se pueden clasificar en varias
categorias: 1) Segun los subtipos histolégicos: Seroso de alto grado (HGSOCQC),
seroso de bajo grado (LGSOC), mucinoso, endometrioide, células claras y tipo
Brenner [8]. 2) Segun el comportamiento: i) Benigno: cuando carecen de
proliferacion celular exuberante y comportamiento invasivo. ii) Borderline:
cuando poseen proliferacién atipica, pero sin comportamiento invasivo VY iii)
Maligno: cuando posee comportamiento invasivo. Por altimo, 3) segun el grado
de agresividad, siendo de tipo |: aquellos que progresan desde tumores
benignos o borderline, como son los de tipo mucinoso, endometroide y no

seroso, caracterizados por tener mutaciones en KRAS, PTEN, BRAF. Los de



tipo II: cuyo fenotipo es agresivo y de manera general poseen mutaciones en

TP53 y BRCA, siendo el HGSOC el mas caracteristico [9].

Factores de riesgo que promueven el desarrollo del cancer de ovario

Varios estudios epidemiolégicos han llegado al consenso sobre la implicancia
en los factores reproductivos como hormonales en la patogénesis del cancer de
ovario. De hecho, existen dos corrientes investigativas que han logrado

adecuarse a los datos acumulados [10].

La primera corriente es la de ovulacion incesante: Postula que el nimero de
ciclos ovulatorios incrementa la tasa de division celular, la cual se asocia con la
reparacion de la superficie del epitelio luego de cada ovulacion, lo que a su vez
incrementa la probabilidad de generacibn de mutaciones espontaneas. La
correlaciéon entre el aumento de ovulaciones con el incremento de riesgo de

cancer es consistente con este enfoque [11].

La segunda corriente involucra el impacto de las gonadotrofinas, bajo el
fundamento de que el cancer puede desarrollarse por el exceso de estimulacion
en el tejido ovarico por parte de las gonadotrofinas pituitarias: la hormona

luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH) [12].

Ambos postulados proponen mecanismos que proporcionan un marco para

interpretar los datos epidemioldgicos sobre la correlacion en la exposicién tanto



endégena como exdgena de hormonas reproductivas en la patogenia del

cancer.

Factores fisiol6gicos gue previenen el desarrollo del cancer de ovario

El embarazo causa anovulacién y suprime la secrecién de gonadotrofinas
hipofisiarias lo que es consistente con ambas corrientes. De hecho, mujeres
gue han tenido hijos tienen entre un 30% a un 60% menos riesgo que mujeres
gue nunca han tenido hijos, y cada embarazo a término disminuye el riesgo en

un 15%. [13]

La lactancia suprime la secrecion de gonadotrofinas pituitarias lo que lleva a la
anovulacion, particularmente en los meses iniciales de la lactancia. Ambas
hipotesis sugieren que la lactancia reduce el de riesgo de cancer de ovario. De
hecho, la mayoria de los estudios indican un leve efecto protectivo de
desarrollar cancer de ovario. Ademas, un metaanalisis reciente indica el efecto
protector de desarrollar cancer de ovario se incrementa al aumentar el tiempo

de lactancia [14].

Con todos estos antecedentes se puede plantear que se requiere de forma
urgente caracterizar los mecanismos del desarrollo del cancer, con especial
énfasis en los estadios tempranos, con el fin de descubrir nuevos marcadores

tempranos de esta enfermedad o incluso nuevos blancos farmacoldgicos.



Es por esto que en esta investigacion se propone el estudio de una proteina,
que se encuentra descrita en células presentes desde la mosca hasta el ser
humano, ubicua en todas las células del cuerpo humano y sobre todo,

absolutamente esencial para el funcionamiento correcto de las células.

1.3. CCCTC-binding factor (CTCF): Factor transcripcional.

CCCTC-binding factor (CTCF) es una proteina de 82 kDa que cumple el rol
como factor transcripcional. Pertenece a la familia de proteinas con estructura
de dedos de zinc y se expresa ubicuamente en muchos tipos de células y
tejidos, ademas de tener una secuencia muy conservada entre las células
eucariotas [31]. Posee 3 dominios, N-terminal, c-terminal y un dominio central
los cuales pueden ser modificados post traduccionalmente. CTCF posee 11
dedos de zinc codificados entre el exdn 2 y 9 del dominio central [32], los cuales,
a través del uso combinatorio de ellos, permite su union a diferentes regiones
del genoma. Hasta la fecha, se conocen alrededor de 20.000 sitios de unién de

CTCF en el genoma humano [33].

Una de las caracteristicas importantes de este factor es el hecho que el 55%
de los sitios de unidon corresponden a sitios intergénicos, 35% a intragénicos y
el resto son cercanos a promotores. Lo que sugiere un rol mucho mas complejo

en la regulacion de genes [34].



Para entender mejor el impacto que puede tener este factor transcripcional en
la regulacion genética, se debe considerar que la actividad genética, tanto a
nivel de locus como a nivel de interacciones cromosdmicas lejanas, es
sumamente influenciable por el posicionamiento espacial del genoma, asi como
también, la estabilidad de la arquitectura genémica [35]. Es por esto que la
habilidad de este factor para unirse a una gran variedad de secuencias
gendmicas, le permite regular la expresion de genes via: i) Activacién o
represion de promotores [36], ii) Insulacion de enhancers [33], iii) Regulador de
la comunicacién entre enhancers y promotores. iv) Regulador de interacciones
entre segmentos lejanos de cromatina, iv) Estabilizador de la arquitectura
gendmica [37], v) Selector de exones en el proceso de splicing alternativo [38],

entre otras funciones.

Para explicar el rol de CTCF, se debe mencionar que el genoma mamifero se
encuentra organizado en dominios de interaccion de cromatina local, del
tamafio entre kilo a mega bases, denominados dominios de asociacion
topologica (TADs, por sus siglas en inglés) [39]. Estos dominios contienen
secuencias genéticas que interactian fisicamente entre si con mucha mas
frecuencia que con regiones que se encuentran fuera de los TADs [40]. Es
precisamente en los margenes de los TADs, que existen motivos de unién de

CTCF. La disrupcion de estos motivos produce la desregulacion de los genes



que se encuentran dentro de los TADs, provocando una incorrecta expresion

de los genes [41].

De hecho, hoy se sabe que CTCF al unirse a el genoma, actiia como proteina
de andamiaje para diferentes proteinas como Miembro de la Familia SMAD tipo
3 (SMAD3), poli-[ADP-ribosa] polimerasa 1 (PARP1), YY1, Cohesina, entre
otras [42]. Esta ultima, al interactuar con CTCF, reestructura espacialmente la
cromatina dando forma a los TADs, por medio de la formacion de loops con el
fin de controlar la expresidon genética, modulando la interaccién entre enhancers
y promotores [43]. Una de las funciones de CTCF que utiliza esta propiedad, es

la de insulacidon de enhancers.

Existen secuencias denominadas insuladoras, cuyo propésito es establecer
limites entre secuencias gendmicas vecinas. CTCF posee afinidad por un grupo
determinado de ellas, y al unirse a estas en compafiia de Cohesina, cambia la
forma del loop de cromatina, evitando la comunicacion del enhancer con su
promotor correspondiente, desencadenando que la transcripcion de ese gen
particular se vea disminuida o incluso bloqueada [44], asignandole asi un rol de

supresor de la transcripcion debido a su rol estructural.

Ademas, CTCF posee otro rol crucial y sumamente interesante, que es su

capacidad de modular el posicionamiento del nucleosoma, lo que permite



regular la exposicion de secuencias regulatorias a la maquinaria de

transcripcion y, por lo tanto, activar o silenciar genes [45].

Como fue expuesto en los parrafos anteriores, el rol que cumple CTCF en la
regulacion genética es sumamente complejo y hay mucho aun que investigar,
sin embargo, es necesario mencionar que todas estas funciones dependen
tanto de las modificaciones post traduccionales que sufra el factor, como del
estado de metilacion del genoma [32]. Las modificaciones post traduccionales
cumplen el rol de cambiar la afinidad por la cromatina, ya sea a nivel general o
secuencia especifico. Entre ellas existen poly-ADP(ribosil)aciones, realizadas
por las proteinas PARP, cuyo fin es regular el proceso de insulacion [46].
Fosforilaciones, realizadas por CK2, ocasionando que este factor pierda la
afinidad por la cromatina [47], e incluso SUMOilaciones, cuya funcién ain no
ha sido completamente descrita. [37]. Por otra parte, la metilacion de las

secuencias de unién de CTCF, evitan su interaccion con el DNA. [33].

De esta manera, es que CTCF a la fecha sigue siendo foco de estudio de
muchos grupos de investigacién, entre los cuales han tomado énfasis en el rol
que pueda estar cumpliendo este factor en la promocion de capacidades

tumorigénicas en cancer, de hecho, hay publicaciones que describen a este



factor presente en ovario y el rol que cumple o no en la promocion de la

metastasis estan en desarrollo.

1.4. CTCF en céncer de ovario.

En 2017, se realiz6 una investigacion exhaustiva acerca de la relacion de CTCF
con el cancer de ovario [48]. Esta investigacibn muestra varias razones sobre

la importancia de este factor en la progresion de la enfermedad.

En primer lugar, se demuestra que los niveles de expresion y de proteina de
CTCF se encuentran elevados en muestras de pacientes con cancer de ovario.
Ademas, los niveles proteicos son al menos 2 veces mas altos en las lesiones
metastasicas cuando son comparadas con el tumor primario. Por otra parte, se
observd que, al silenciar este factor en las lineas celulares A2780 y SKOV3,
gue representan a células del tumor primario y metastasico respectivamente,
no se altera la capacidad proliferativa del cancer in vitro ni tampoco el tamafio
del tumor in vivo. Sin embargo, al realizar pruebas funcionales de la cascada
metastasica, el silenciamiento de CTCF desencadena a nivel in vitro la
disminucién tanto la capacidad de regeneracion de heridas, migracién e
invasion de las células. Ademas, al administrar estas células en ratones se
observa una disminucién en la cantidad de focos metastasicos. Por ultimo,

CTCF posee como blanco multiples genes involucrados en la metastasis, en los



que incluye: proteina proto-oncogén tirosina quinasa (SRC), Metalopeptidasa
de matriz 9 (MMP9), TGB1, Miembro 1 de la familia Serpin E (SERPINE1) y la

Proteina 1 de unién al extremo c-terminal (CTBP1) [48].

1.5. Integridad gendmica nuclear

La funcién gendémica nuclear de las células eucariotas depende de la dinamica
de la organizacion espacial y temporal del nucleo, ya que todos estos
mecanismos influyen tanto en la mitosis como en la regulacién de la expresién
genética. Debido a esto, la integridad nuclear es esencial para el correcto

funcionamiento celular [64].

Como ya fue expuesto en los parrafos anteriores, CTCF cumple un rol

fundamental en la integridad del funcionamiento y la arquitectura nuclear.

A parte de todas las funcionalidades anteriormente descritas, este factor de
transcripcion es capaz de actuar como un “puente estructural” o proteina de
andamiaje al anclar la heterocromatina a la laminina de la pared interna de la
membrana nuclear [65], como también influir en la segregacién correcta de los
cromosomas en la anafase de la mitosis [66], por lo que la desregulacién de
este factor de transcripcion podria desencadenar un desbalance en la

integridad nuclear de las células.
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1.6. Inestabilidad genémica nuclear

La desestabilizacion nuclear o inestabilidad genémica nuclear es un fenémeno
catalogado como uno de los hallmark del cancer, el cual se define como la
perdida de la homeostasis gendmica de las células, en donde la regulacion de
la expresion de genes y/o la reparacion del genoma se encuentran alterados

[72].

La inestabilidad gendmica es desencadenada por varios factores, entre ellos se
encuentran el estrés celular, mutaciones del genoma como también rupturas de
doble hebra, por lo que este fendbmeno es muy comun en las células

cancerigenas [67].

El cancer de ovario seroso de alto grado se destaca por su alta inestabilidad
gendmica, la cual es gatillada por la alta prevalencia de mutaciones en el
genoma [68]. Entre estas destacan las amplificaciones genéticas, cuya
manifestacion puede ocurrir por un mal funcionamiento de la maquinaria de

reparacion de cortes de doble hebra [69].

CTCF podria tener un rol en la generacion de estas amplificaciones gendémicas
ya que, en el estudio realizado por Teresa O, et al 2020, el knockout de CTCF
en células ESC genera cortes de doble hebra en donde el 50% de ellos ocurre

en sitios de union de CTCF [70].
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Formacion de microntcleos (MN)

Los MN son un producto de la inestabilidad nuclear, los cuales son originados
a partir de fragmentos acéntricos y/o céntricos de cromosomas e incluso
cromosomas completos que no pudieron incorporarse al nicleo al término de
la telofase en la mitosis. Los cuales eventualmente son encapsulados en
membrana nuclear. Una de las principales causas de la formacion de estos MN,
son los cortes de doble hebra en el genoma [71]. De hecho, se ha descrito
formacion de MN en pacientes de cancer de ovario post tratamiento con quimio

y/o radioterapia [73].

Yokoi A, et al 2019 demuestra en células de cancer de ovario seroso de alto
grado, que estos MN son incorporados a la maquinaria de biosintesis de

exosomas mediante la encapsulacion de estos por las tetraspaninas CD63 [29].

1.7. Comunicacion celular mediada por exosomas en cancer

La relacién entre los exosomas y la progresion del cancer es uno de los focos
de estudio que mas rapido se ha expandido en la tltima década debido al gran
potencial que tiene para descubrir nuevos biomarcadores y blancos
terapéuticos [15]. Se ha demostrado que los exosomas favorecen la progresion

del cancer y la metéastasis a través de la regulacion de procesos como la
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transicion epitelio-mesenquimal (EMT), migracion, modulacion del sistema
inmune, invasién, angiogénesis y la reprogramacion del estroma de los nichos
pre metastésicos a un fenotipo asociado al cdncer [16]. El cAncer de ovario se
ajusta a este fendbmeno porque se ha comprobado que la difusion de células
tumorales al peritoneo, el lugar mas comin de metastasis en este tipo de
neoplasia es estimulado por exosomas secretados por las mismas células que

componen el tumor [17].

1.8. Exosomas

Los exosomas, originalmente clasificados como residuos celulares en los afios
80 [18], son micro vesiculas derivadas de la membrana de endosomas tardios
que poseen un tamarfio entre el rango de 40 a 150nm [19]. Ultimamente se ha
descrito que funcionan como vehiculos de un cargo complejo compuesto de
proteinas, lipidos y acidos nucleicos cuyo fin es entregar este cargo a células
blanco. Esta accién puede resultar en una reprogramacion celular de las células

receptoras [23].

Los exosomas se producen en los cuerpos multi vesiculares (MVB) mediante la
invaginacion de la membrana de endosomas tardios produciendo vesiculas
intraluminales (ILVs). Durante este proceso tanto acidos nucleicos como

proteinas son reclutados e incorporados en los ILVs, La fusién de la membrana
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de los MVB con la membrana plasméatica genera la liberacién de los ILVs al

espacio extracelular, estos ultimos se denominan exosomas. [20]

Se ha descrito que la elaboracién de los ILVs es realizada por el complejo de
clasificacion endosomal requerido para el transporte, ESCRT por sus siglas en
ingles. Esta maquinaria se compone por 4 complejos (ESCRT 0-111) que trabajan
de manera cooperativa para formar los MVB al invaginar, yemar las membranas
e incluso sortear el cargo [20]. Sin embargo, la produccion de exosomas puede
ser independiente de ESCRT, este ultimo funciona a base de micro dominios

enriquecidos de ceramida en la membrana de los MVB. [21]

Los exosomas son capaces de interactuar con células vecinas y distantes. Esta
comunicaciéon intercelular posee 3 mecanismos principales: 1) Interaccion
directa entre receptores y ligandos 2) Fusion directa del exosoma en la
membrana de la célula blanco y 3) Internalizacién via endocitosis [22]. Estos
mecanismos pueden generar cambios en el comportamiento y el fenotipo de las
células blanco al estimular directamente las células via: a) ligandos situados en
la membrana plasmatica b) transferencia de receptores activos por medio del
mecanismo de fusidén y c) reprogramacién fenotipica al entregar el cargo de

proteinas, acidos nucleicos y lipidos funcionales [23].

El cargo de los exosomas es sumamente complejo y este varia dependiendo

tanto del tipo como del contexto celular. Hasta la fecha se han descubierto mas
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de 4400 proteinas, 194 lipidos, 1639 mRNAs y 764 miRNAs en diversos tipos
celulares [24]. Las proteinas que mas destacan son las tetraspaninas (CD9,
CD63, CD81, CD82), proteinas heatshock (HSP70, HSP90), como también la
proteina que interactia con ALG-2 (Alix) y el Gen de susceptibilidad tumoral
101 (TSG101) cuyas funciones van desde la invasién y fusion celular,
presentacion antigénica como también la produccion de exosomas [25]. Incluso
se ha reportado contenido nuclear en exosomas secretados por células
cancerigenas de ovario que incluye alrededor de 201 proteinas asociadas al

nucleo y 17 proteinas asociadas a la cromatina [29].

1.9. Rol de los exosomas en la progresion del cancer de ovario.

La participacion de los exosomas en la progresion del cancer de ovario ocurre a
lo largo de todo el desarrollo de la enfermedad, especialmente en la metastasis.
Por una parte, existe una poblacion de exosomas que poseen como cargo
proteinas tales como: B-catenina, Interleucina-6 y Factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa); estos promueven el desprendimiento de las células cancerigenas del
tumor primario al gatillar la EMT [26]. También, la poblacion de exosomas
enriquecidos en CD171 fomentan la sobrevida de células cancerigenas en la
cavidad peritoneal al aumentar la migracion y la activacion de la via ERK [27]. Por

otro lado, la barrera natural del peritoneo, las células mesoteliales peritoneales,
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puede ser reprogramada para convertirse en un sitio pre-metastasico por medio
de la promocion de la EMT y transferencia de CD44, lo que permite la fijacion de

células cancerigenas en la cavidad peritoneal [28].

1.10. Resumen

e El cancer de ovario es la enfermedad ginecoldgica mas letal y el 80%
de los casos diagnosticados corresponden a etapas avanzadas de la

enfermedad.

e CTCF es un factor transcripcional requerido para el correcto
funcionamiento en procesos como la mantencion de la integridad nuclear
como la regulacién de la expresion génica e involucrado en la promocion
de procesos asociados a la metastasis como son la migracién e invasion

en cancer de ovario.

e La inestabilidad gendmica nuclear se desencadena por estrés celular,
mutaciones y rupturas de doble hebra. Entre sus productos, los
micronucleos, son incorporados a los cuerpos multivesiculares y por

consiguiente a los exosomas.
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e Los exosomas secretados por células cancerigenas poseen contenido
nuclear y ademas estan involucrados en cada etapa de la progresion

del cancer.
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2. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS Y OBJETIVOS

CTCF es un factor transcripcional requerido para el correcto funcionamiento en
procesos como la mantencion de la integridad y estabilidad nuclear como la
regulacion de la expresion génica e involucrado en la promocidn de procesos
asociados a la metastasis como son la migracion e invasion en cancer de ovario
[31-50]. Cabe mencionar que, la inestabilidad gendmica nuclear se
desencadena por estrés celular, mutaciones y rupturas de doble hebra. Entre
sus productos, los micronucleos, son incorporados a los cuerpos

multivesiculares y por consiguiente a los exosomas [29, 67-73].

Por estas razones la sobre expresién de CTCF podria aumentar la inestabilidad
gendmica nuclear, por lo tanto, el estudio de la prote6mica y transcriptomica
asociada a CTCF podria ser util para dilucidar que vias podrian contribuir a la
desestabilizacion gendmica nuclear. Al verificar este proceso, la sobre
expresion de CTCF podria promover la formacion de micronucleos, por lo que,
CTCF y biomoléculas que interactian con este estarian siendo incorporados a
los exosomas a través de los micronucleos. Debido a que los exosomas pueden
reprogramar a las células receptoras, se considerara a las biomoléculas que

interactien con CTCF con la capacidad de promover metastasis.
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llustracién 1. Esquema fundamental de tesis: La sobre expresion de CTCF promueve la

inestabilidad genémicanuclear, formacion de micronucleos y contenido pro metastéasico
en exosomas secretados por células de cancer de ovario:

1) La inestabilidad gendmica nuclear promovida por la sobre expresién de CTCF aumenta la
formacién de microndcleos. Ademas, debido a las funciones de CTCF, este factor deberia estar
contenido en los micronucleos al igual que su interactoma. Una vez formados los microndcleos,
la tetraspanina CD63 envuelve la membrana de estos para destinarlos a los cuerpos multi
vesiculares (CMV). 2) Los CMV al fusionarse con la membrana plasmatica, gatilla la liberacion
de los exosomas, los cuales poseen contenido nuclear debido a los microndcleos. 3) Los
exosomas secretados por células cancerigenas son capaces de reprogramar las células

receptoras de estos exosomas, promoviendo un fenotipo pro-tumoral/metastasico.
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Dado los antecedentes, la hipétesis es:

“La sobre expresion del factor transcripcional CTCF en tumores de
pacientes con cancer de ovario, se correlaciona con el aumento de la
inestabilidad nuclear, con la presencia de CTCF y a su vez con RNAs y
proteinas que interactlan con este factor en exosomas secretados por

células de cancer de ovario in silico”.

Objetivo General

Examinar en un estudio in silico la correlacion entre la inestabilidad genémica
nuclear y CTCF usando la base de datos TCGA Firehose Legacy y evaluar la de
la presencia de CTCF y biomoléculas que interactian con este factor que

posean la capacidad de promover metastasis en exosomas

Objetivos especificos:

Objetivo especifico N°1.:

Evaluar en un estudio in silico que proteinas pueden tener mayor correlacion con
el factor transcripcional CTCF, las cuales indicarian o promoverian inestabilidad

gendmica nuclear

Objetivo especifico N°2: Estudiar en modelos in silico las posibles proteinas o
RNAs que podrian estar presentes en exosomas secretados por células tumorales
de cancer de ovario debido a la presencia de CTCF y que puedan tener alguna

contribucion en los cambios sobre las capacidades tumorogénicas afectadas.
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1.

rTICG.!\ Firehouse Legacy:
*  Datos de pacientes con cancer de ovario
Datos de expresién genes en tumor primario
(secuenciacion)
* Datos de expresién proteinas en tumor primario
\ (espectrometria de masas) y

!

Categorizacion de pacientes segun estadio + Calculo de correlacién de Pearson entre
(Temprano — Intermedio — Tardio) proteinas y CTCF

Evaluacion de presencia de CTCF en tumor — Seleccion de proteinas con mayor correlacion
primario con CTCF

Y v \ v

Y

+ Heatmap de proteinas seleccionadas vs
pacientes
+  Clusterizacién de proteinas

v

Reactome PANTHER de los cluster

Filtro asociado a inestabilidad nuclear —» Seleccidn de candidatos

Figura 1. Flujo de trabajo para obtencion de proteinas correlacionadas con CTCF que tengan
un rol en la promocién de lainestabilidad nuclear:

A partir de la base de datos TCGA Firehouse Legacy de pacientes con cancer de ovario, se
utilizaron los datos de estadio y expresion de proteinas (espectrometria de masas y secuenciacion
respectivamente) de los pacientes con datos de expresion proteica de CTCF en el tumor primario
(Verde). Luego, se calculd la correlacion de Pearson del nivel proteico de proteinas con CTCF y
se seleccionaron aquellas con mayor correlacion. A partir de estas proteinas se realiz6 un heatmap
clusterizado, se realizé6 una busqueda de ontologia genémica mediante el software Reactome
PANTHER para cada cluster, para finalmente seleccionar aquellas proteinas con un rol asociado

a la inestabilidad del nucleo.
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2.

TCG

A Firehouse Legacy:

Datos de pacientes con cdncer de ovario

Datos de expresion genes en tumor primario
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(espectrometria de masas)
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Categorizacion de pacientes seguin estadio (Temprano —
Medio — Tardio)

Evaluacién de presencia de CTCF en tumor primario
Seleccion de pacientes con mayor expresion proteica de
CTCF

* Descarga datos de secuenciacién de

RNAs que se unen a CTCF desde
Ricardo SM, et al. 2021

s Normalizacién y jerarquizacidn de

datos secuenciados por TPM

* Lista de proteinas que se unen a CTCF

!

* Filtro de capacidad bioldgica asociada

a promocion de

metastasicas

capacidades

+ Andlisis de la expresion de proteinas

que se unen a CTCF en pacientes con
mayor expresion de CTCF

* Andlisis de la expresion de RNAs gue se unen a CTCF en
pacientes con mayor expresion de CTCF

!

* SCORE: Expresion RNA x TPM
+ Seleccién de aquellos RNAs que posean un score sobre 480.

¢ Filtro de capacidad bioldgica asociada a promocion de l

capacidades metastasicas

* Seleccién de candidatos

Figura 2. Flujo de trabajo para el objetivo especifico N°2: Selecciéon de RNAs y proteinas

candidatos.

A partir de la base de datos TCGA Firehouse Legacy de pacientes con cancer de ovario, se
utilizaron los datos de estadio y expresion de proteinas y RNAs (espectrometria de masas y
secuenciacion respectivamente) de los pacientes con mayor expresion proteica de CTCF en el
tumor primario (Verde). En estos pacientes se analizé la expresién de RNAs, que se unen
fisicamente a CTCF previamente normalizados y jerarquizados segin el TPM obtenido (Azul). Se
calculé un SCORE que multiplica el valor de expresion del RNA con su TPM y se seleccionaron
aquellos que tuvieron un valor mayor a 480. Por ultimo, se realizé un filtro de los RNAs
seleccionados segun la capacidad biolégica de promover capacidades metastasicas (Negro).
Ademas, se analizaron las proteinas que se unen a CTCF, las cuales tienen la capacidad de
promover el cancer de ovario y se analizd su expresion proteica en tumores primarios de los

pacientes seleccionados (Naranjo).
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3. METODOLOGIA

3.1. Lineas celulares, medio condicionado y preparacion de exosomas

Las lineas celulares A2780 y HOSE se cultivaron en RMPI con 10% SFB, todas
incubadas a 37°C con 5% CO2 constante. Para la recoleccion de exosomas, se
sembraron 800.000 células en medio OPTIMEM en placas pl100 por 48h. Al
alcanzar una confluencia del 70-80%, se recolect6 el medio condicionado, se
centrifug6 primero a 3000g por 10 minutos y luego a 10.000g por 15 minutos a
4°C, se filtra el sobrenadante en filtros de 0,22 um para luego congelar la muestra
a -80°C. Una vez almacenado 500 ml de medio, se concentré al menos 70 veces
el volumen del sobrenadante en tubos AMICON de 100K mediante
centrifugaciones de 15 minutos a 3000g. Finalmente se utilizo el kit Exo-Spin para
aislar las micro vesiculas desde el concentrado, los exosomas quedan

resuspendidos en 200 pl de PBS por columna.

3.2 Cuantificacion de Exosomas

Para cuantificar los exosomas segun cantidad y tamafio, se realizé un analisis de
nanoparticulas utilizando el equipo NanoSight NS300, se inyecto la solucion con
exosomas en PBS previamente diluida en el equipo y luego se realizan

grabaciones de 30 segundos. El equipo utiliza una luz laser que incide en los
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exosomas, luego esta luz se dispersa y el equipo capta la dispersion de la luz y

calcula la cantidad y tamafio de los exosomas.

3.3 Caracterizacion de exosomas mediante Western Blot

La cuantificacion de proteinas se realiza mediante el método de &cido
bicinconinico (BCA), y fueron separadas mediante SDS-PAGE con un gel en
gradiente al 5-15%. Las proteinas se transfieren a una membrana de PVDF. Esta
membrana se bloqued con una solucion de leche al 5% con TBS 1x por 1 hora en
agitacion constante, luego se agrega el anticuerpo primario especifico y se deja a
4°C toda la noche. Finalizado esta incubacion, la membrana se lavd 3 veces por
10 minutos con TBS-T 1x para luego agregar el anticuerpo secundario requerido
incubando la membrana por 2 horas a temperatura ambiente en agitacién
constante. La deteccion fue realizada mediante quimiofluorecencia, para el
analisis de los geles se utiliz6 el programa Image Studio. Las proteinas evaluadas
son: CTCF, TSG101 como marcador de exosomas ya que es parte del complejo
ESCRT-1, CD63 como marcador de exosomas ya que es necesario para la

secrecion de exosomas y B-actina.
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3.4 Microscopia electronica

Los exosomas fueron visualizados para determinar su integridad mediante un
microscopio de transmision electronica (TALOS) de la Pontificia Universidad
Catolica de Chile. Se utilizo 5 pl de muestra de exosomas la cual fue incubada por
5 minutos en una grilla con una solucion de acetato de uranilo al 2% a temperatura
ambiente. Luego para deshidratar las muestras se incubaron a 37°C por 15

minutos, para luego observarlas en el microscopio.

3.5 Bioinformética

Se descargo la base de datos de pacientes con cancer de ovario TCGA Firehouse
Legacy desde la pagina web cbioportal.org. Se utilizaron los datos de expresion
de genes y de expresion de proteinas de los tumores primarios de pacientes
(Secuenciacion y espectrometria de masas respectivamente). Se categorizaron
los pacientes segun estadio de la enfermedad y se evalud la expresion proteica

de CTCF.

Se obtuvo la correlacion de Pearson entre 3377 proteinas y CTCF, y se realizd un
heatmap cllsterizado segun las métricas de distancia euclidiana y el método
centroide. A partir de los clusteres generados, se estudié las vias ontolégicas

correspondientes para cada cluster mediante el software Reactome Panther, y se
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seleccionaron aquellas proteinas que promuevan la inestabilidad gendmica

nuclear.

Para el objetivo 2, se seleccionaron aquellos pacientes que tenian mayor

expresion proteica de CTCF (z-score >1).

Se descargaron los datos de secuenciacién de RNAs que se unen a CTCF desde
Ricardo SM, et al. 2021. Estos datos fueron normalizados y jerarquizados

mediante el calculo de TPM.

Se analiz6 la expresion de RNAs que se unen a CTCF en los pacientes con mayor
expresion de CTCF y se calcul6 un SCORE (expresion de RNA en tumor x TPM
RNA) y se seleccionaron aquellos con un SCORE > 480. Por ultimo, de estos
RNAs se seleccionaron aquellos que tienen alguna capacidad asociada a

promocion de capacidades metastasicas.

Para el caso de las proteinas, se seleccionaron aquellas proteinas que tienen la
capacidad de interactuar con el dominio C-terminal de CTCF y que ademas tienen
la capacidad de promover capacidades metastasicas. Luego se analiz6 su
expresion proteica en los tumores de los pacientes con mayor expresion proteica

de CTCF.
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3.6 Ensayo de formacion de clones

En una placa de cultivo de 12 pocillos se agregd una capa de agarosa al 2%, luego
se agregaron 7500 células HOSE re suspendidas en una mezcla de medio de
cultivo RPMI + agarosa (1%). Se agregaron los siguientes estimulos; 5 ug, 10 ug
y 20 ug de exosomas A2780 y 10 ug de exosomas de A2780 previamente
sonicados por 10 minutos en un bafio termorregulado a 37°C. Al dia 10 y 14 se
obtuvieron imagenes y se contaron los clones; al dia 10 se cuantificaron los clones

sobre 50 um de didmetro y al dia 14 sobre los 100um de diametro.
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4. RESULTADOS

4.1 Resultados del Objetivo N°1

Objetivo 1: Estudiar en modelos in silico las posibles proteinas de mayor
correlacion con el nivel proteico de CTCF que podrian indicar o promover

inestabilidad gendémica nuclear.

Para iniciar los ensayos in silico del proyecto lo primero fue decidir la base de
datos que entregue la mayor cantidad de data almacenada, y esta es TCGA-
Firehose Legacy, esta base de datos exclusiva de pacientes de cancer de ovario
contiene informacion acerca de la edad, etapa del cancer de ovario y
secuenciacion de proteinas y RNAs. Luego se procede a descargar la data y
analizar sus datos clinicos. Hay informacién de un total de 617 pacientes, de los
cuales 586 de ellos no recibieron quimioterapia previa a la biopsia y ninguno de
los pacientes utilizados en este estudio recibiéo quimioterapia previamente.
Considerando que hay pocos pacientes diagnosticados en estadio temprano (Fig

3A), es que se rearmaron las clasificaciones.
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4.1.1 Reclasificacion de pacientes de cancer de ovario
En la Figura 1, se muestra el flujo de trabajo realizado para abordar el primer

objetivo.

Para comenzar, primero se seleccionaron aquellos pacientes que poseian datos
de expresion proteica de CTCF en el tumor primario (174 pacientes) (Figura 3).
Como se puede observar en la figura 3A, al igual que lo descrito en la literatura
[1, 2, 3], méas del 80% de los pacientes se encuentran clasificados en etapas
tardias de la enfermedad. Debido a la gran diferencia de pacientes por estadios,
se dificulta la comparacion de expresion de RNAs y proteinas entre estadios, por
lo que reclasificamos a los pacientes en 3 categorias (Figura 3B). En donde los
pacientes clasificados en IC, IIA y 1IB estaran catalogados como Early Stage, IIC,

[IA'Y IlIB en Mid Stage y lIlIC y IV en Late Stage.

4.1.2 Seleccion de proteinas con mayor correlacion con CTCF

De estos pacientes. se utilizé la informacion del nivel proteico de 3378 proteinas
en donde se calculd la correlacién de Pearson de estas proteinas con respecto al
nivel proteico de CTCF. Unicamente se seleccionaron aquellas proteinas que

tenian una correlacién menor o igual a -0.3 y mayor o igual a 0.3 (Figura 4).
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Figura 3: Reclasificacion de pacientes por etapas.

Se muestra el nimero de pacientes que poseen datos de expresion proteica de CTCF clasificados
segun la etapa del cancer de ovario. A) NUmero de pacientes por etapa diagnosticada B) Pacientes
agrupados en 3 categorias segun su etapa, en donde Early Stage = IC, IlA, IIB. Mid Stage = IIC,

A, lIB. Y Late Stage = llIBy IV.

4.1.3 Organizacion de proteinas y estudio de vias ontoldgicas asociadas

Una vez seleccionadas las proteinas con mayor correlacion con CTCF se realizé
un heatmap clusterizado para organizar en grupos tanto a los pacientes con
niveles proteicos similares como a las proteinas con expresion semejante (Figura

5).
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Figura 4. Obtencion de datos proteicos y correlacién de nivel de proteinas con CTCF en
tumor primario de pacientes con cancer de ovario.

Se muestra en la figura: A) Tabla con informacidn del nivel proteico de 3378 proteinas por paciente,
B) el nivel proteico de CTCF ordenados de menor a mayor nivel, C) grafico que muestra la
correlacién de Pearson de estas 3377 proteinas con respecto a CTCF. D) Seleccion de proteinas

con una correlacién < -0,3 (Menor) y = 0.3 (Mayor).
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Figura 5. Heatmap clusterizado del nivel proteico de las proteinas con mayor correlaciéon
con CTCF por paciente.

En la figura se muestra el estadio de cancer de ovario correspondiente por paciente (Primera fila),
el nivel proteico de CTCF por paciente (Segunda fila) y el nivel proteico de las proteinas con mayor
correlaciéon con respecto a CTCF (resto de filas). La clusterizacién fue realizada con el método

centroide y con distancia euclidiana, con el cual se generaron 9 clUster.
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La clusterizacion de proteinas logro organizar a las mismas en 9 cllster (grupos)
diferentes. Esto indica que cada grupo posee un nivel proteico similar entre las
proteinas que los conforman, es por este motivo que se verificd por ontologia
gendmica mediante el uso del software Reactome Panther a que vias pertenece

cada cluster.

4.1.4 Correlacion positiva entre el complejo NuRD y CTCF podria aumentar
la desestabilizacion genémica nuclear.

Una de las vias que se encuentran correlacionadas de manera positiva con CTCF,
son las proteinas que conforman el complejo NuRD (RBBP4, GATAD2A,
GATAD2B y HDAC?2) (Figura 6). Este complejo tiene la capacidad de inhibir a
TP53 y PTEN como también mantener la metilaciobn en secuencias gendémicas

[XX].

4.1.5 El aumento de CTCF se correlaciona de manera positiva con las vias
de reparacion del genoma.

Otras proteinas que se encuentran correlacionadas de manera positiva con CTCF
son proteinas asociadas a vias de reparacion de cortes de doble hebra (NELFB,
SSRP1 y SUPT16H) y la activaciéon de la maquinara de reparacion del DNA

(RPA1, STAG1y PARP1) (Figura 7).
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Figura 6. El complejo NuRD se correlaciona de manera positiva con CTCF.

En la figura se muestra las funciones del complejo NuRD relacionadas con la promocién de la

inestabilidad gendmica nuclear. Ademas, se muestran los gréaficos de correlacion de Pearson de

proteinas asociadas al complejo NuURD con respecto a CTCF. RBBP4: R=0.462, P < 0.05.

GATAD2A: R=0.327, P < 0.05. GATAD2B: R=0.317, P < 0.05. HDAC2: R=0.339, P < 0.05.
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Figura 6. Las vias de reparacién del genoma estan correlacionadas de manera positiva con
CTCF.
En la figura se muestra los graficos de correlacion de Pearson de las proteinas asociadas a las

vias de reparacion del genoma con respecto a CTCF A) Reparacién de cortes de doble hebra.

35



NELFB: R= 0.317, P < 0.05, SSRP1: R= 0.345, P < 0.05, SUPT16H: R= 0.331, P < 0.05. B)
Activacion de maquinaria de reparacion de DNA. RPA1l: R=0.302, P < 0.05. STAG1: R=0.322, P

< 0.05. PARP1: R=0.340, P < 0.05.

Considerando la correlacién positiva entre el nivel de CTCF y la inestabilidad
genomica nuclear, el rol de CTCF en la mantencién de la integridad nuclear y que
la formacién de MN se debe a la desestabilizacion de la integridad genomica es
gue se evaluo de forma preliminar la presencia de CTCF en exosomas secretados
por lineas celulares de cancer de ovario, para lo cual se utilizé la linea celular de

cancer de ovario A2780 proveniente de un tumor primario.

4.1.6 Resultados preliminares muestran la presencia de CTCF en exosomas

secretados por células de cancer de ovario A2780.
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Figura 8: Evaluacién de la concentracién y distribucién de tamafios de exosomas.

Se muestra la concentracion y tamafio de exosomas secretados por la linea celular A2780. Para
calcular concentracion y tamafio, las muestras fueron diluidas 1/40 en PBS y se obtuvieron 3
videos de 30 segundos. A) Histograma de concentracion por tamafos de exosomas secretados
por la linea celular HOSE. Concentracion: 2.36el0 * 5.36e8 particulas/ml, 47.6 + 0.4

particulas/cuadro. B) Razon de tamafios de exosomas secretados por la linea celular A2780.

En la figura 8, se muestra el resultado del analisis de tamafio y concentracion de
exosomas secretados por la linea celular A2780 usando el equipo Nanosight, en
donde se observa que la purificacién posee picos de concentracion de vesiculas

cercanos a los 100 nm.

Para poder desglosar de manera méas detallada los resultados obtenidos del
andlisis de tamafio y concentracion de exosomas secretados, se presenta un
gréafico de columnas apiladas (stacked-bar chart) que indica la razén de tamafios
de exosomas (figura 8B). Segun la literatura, los exosomas poseen un rango de
tamafio entre los 50 y 200 nm, asi, en ambos graficos los colores rojo, verde y
amarillo corresponden al tamafio de exosomas lo que indica que en la purificacion
al menos el 80% de las vesiculas extracelulares por tamafio corresponderian a

exosomas.
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En la figura 9 se presenta una imagen por microscopia electrénica de la
purificacion de exosomas. Se indican los exosomas con flechas amarillas en
donde se puede apreciar la forma de copa. Esta estructura en realidad
corresponde a un artefacto clasico de exosomas generado por la deshidratacion
de la muestra al ser preparada. Con este resultado se sugiere que la purificacién

es adecuada y mantiene la integridad de los exosomas.

9.

A2780

Figura 9. Microscopia electrénica de exosomas A2780.

Imégenes de exosomas secretados por la linea celular A2780, estas fueron obtenidas por el
microscopio electronico de transmisiéon TALOS de la facultad de medicina de la Pontificia
Universidad Catélica de Chile. (57.000X). En amarillo se indican los exosomas

Enlafigura 10 se observa la deteccion de marcadores moleculares de exosomas

como son el TSG101, proteina asociada al complejo de clasificacion endosomal 1

(ESCRT-1) requerido para la formacion de endosomas multivesiculares (precursor
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de exosomas), y CD63, proteina asociada a la secrecion de exosomas, tanto en

los extractos celulares como en las exosomas purificadas de ambas lineas

celulares.

10.

Células Exosomas
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Figura 10: CTCF esta presente en exosomas de células HOSE y A2780.

Se realizo un western blot en gradiente del 5-15% de 20 ug de proteinas de extracto celular y de
exosomas secretados de las lineas celulares HOSE y A2780. En ambas se evalla la presencia de
las proteinas CTCF, CD63, TSG101 y en el caso de los extractos celulares B-actina. A) Western
blot de proteinas provenientes de extractos celulares de las lineas HOSE y A2780. B) Western blot
de proteinas provenientes de exosomas secretados por las lineas celulares HOSE y A2780.

(Ladder = patrén de peso molecular) n = 1.
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Dicho todo lo anterior, al integrar los resultados de las figuras 8, 9, y 10,
concluimos que los exosomas purificados de ambas lineas celulares
corresponden a una fraccion de micro vesiculas extracelulares enriquecidas en
exosomas ya que al menos el 80% de estas poseen el tamafio correspondiente a
exosomas (Figura 8), mantienen de forma integra su estructura (Figura 9) y se

detectan marcadores de exosomas (Figura 10).

Por otra parte, en la figura 10 al comparar la deteccion de CTCF entre ambas
lineas celulares, no se observa diferencia entre ambos extractos celulares, sin
embargo, se aprecia una mayor deteccion de CTCF en exosomas secretados por
células cancerigenas de ovario A2780 que en exosomas secretados por células

epiteliales de ovario HOSE.

Cabe destacar que este resultado sugiere que hay una mayor deteccion de la
banda de 70kDa de CTCF (CTCF-70) que de la banda de 130 kDa en los
exosomas secretados por células A2780, pese a que se observa una mayor

deteccién de la banda de 130 kDa que la de CTCF-70 en los extractos celulares.

4.2 Resultados Objetivo N°2
Objetivo N°2: Estudiar en modelos in silico las posibles proteinas o RNAs
gue puedan estar presentes en exosomas secretados por células tumorales

de cancer de ovario debido a la presencia de CTCF y que puedan tener
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alguna contribucion en los cambios sobre las capacidades tumorogénicas

afectadas.

En la figura 2 se muestra el flujo de trabajo realizado.

4.2.1 Seleccion de pacientes y normalizacién de datos de RNAs.

Se analiz6 la expresion proteica de CTCF en los tumores primarios de los
pacientes (Figura 11) y de estos se seleccionaran aquellos que tengan al menos

el doble de la expresion promedio de CTCF (z-score > 1).

En estos pacientes se analizo la expresion de RNAs que se unen fisicamente a
CTCF segun el ensayo PAR-CLIP realizado en la investigacion de Ricardo SM, et
al. 2021 [50]. Para realizar esto, se descargo la libreria de secuenciacion de RNAs

que posee informacién del largo y de lecturas cuantificadas para cada RNA.

Para normalizar estos datos, se calculd el valor de transcritos por millén (TPM)

segun la siguiente formula:

(Lecturas =+ Largo del RNA (Kb)

TPM =
(Lecturas totales <+ 1.000.000)

El TPM permite calcular la cantidad de lecturas normalizadas por el largo de cada
RNAs cada 1 millén de lecturas totales. Mediante este valor jerarquizamos los

datos para saber cuales RNAs son los que mas se unieron a CTCF.
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Figura 11. Seleccién de pacientes con mayor expresion proteica CTCF en tumor primario.
Se muestran todos los pacientes con informacion acerca de la expresion proteica de CTCF en su
tumor primario, de estos se seleccionan aquellos pacientes que tengan al menos el doble de la

expresion promedio de CTCF (z-score > 1).

A modo de ejemplo se muestra en la figura 12, la mediana de la expresion de los
RNAs largos no codificantes (LncRNAS) en pacientes con mayor y menor
expresion proteica de CTCF en los tumores primarios, segun su estadio. (z-score
< -1y > 1). Se puede observar que existen varios LncRNAs que tienen una
correlacién positiva con la expresién tumoral proteica de CTCF, como son
MALATI1, NEAT1, FAM225A, FAM225B, etc. Sin embargo, también se aprecia un

LncRNA con correlacion negativa como es el caso del FAM157B.
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4.2.2 CTCF podriaincorporar LncRNAs y mRNAs a exosomas secretados

por células de cancer de ovario.

Para abordar la pregunta de si CTCF podria tener un rol de incorporacion de
LncRNAs y mRNAs. Se filtro y seleccionaron aquellos RNAs que tengan la mayor
probabilidad de estar presentes en exosomas debido a la presencia de CTCF. Se

procedi6 a calcular un SCORE que se define segun la siguiente formula:
SCORE = mediana de expresion RNA x TPM

Unicamente en aquellos pacientes con mayor expresion proteica de CTCF en sus
tumores primarios, se calculé el SCORE multiplicando la mediana de la expresion
del RNA por estadio con el valor del TPM obtenido. En otras palabras, se obtuvo
un SCORE para etapas medianas (Mid Stage) y uno para etapas tardias (Late

Stage) para cada RNA.

Una vez realizado esto, se filtraron todos los RNAs que obtuvieron un valor menor
a los 480. Este valor fue seleccionado ya que MALAT1 tuvo un valor de 488 para
etapas tardias y adicionalmente este ya ha sido descrito como cargo de exosomas

en multiples canceres [51, 52, 53].

Cabe destacar que unicamente los RNAs que pasaron este filtro son de naturaleza

MRNAs y LncRNAs.
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Finalmente, de los RNAs que pasaron el filtro SCORE se seleccionaron aquellos

que tienen capacidades promotoras de tumores o de metastasis (Figura 13).

En la figura 13, se muestran los RNAs seleccionados con mayor probabilidad de
estar presentes en exosomas debido a la presencia de CTCF segun el estadio de
pacientes con cancer de ovario. Cabe destacar que tanto MALAT1, NEAT1 han
sido descritos como cargo de exosomas [51, 60] al igual que PLEC, CPNEL, PNN,
HGS y ADRM1, sin embargo, estos ultimos estan descritos como cargo proteico y

no como mMRNA. [61].

En el caso de las proteinas, se analiz6 cuales proteinas son capaces de
interactuar con el dominio N-Terminal de CTCF [49], debido a que es la fraccion
preponderante de CTCF en los exosomas secretados por las células tumorales no

metastasicas A2780 (Figura 10).

De estas proteinas unicamente PARP1 e YY1 han sido descritas previamente
como promotoras de varios canceres [62, 63], por esta razon se analizé la
expresion proteica de estas proteinas en los tumores primarios de pacientes con

mayor expresion de CTCF (Figura 14).

Como se puede observar en la figura 14, los resultados muestran la correlacion
positiva entre las proteinas estudiadas con la expresién de CTCF en los tumores

primarios de pacientes clasificados en estadios tardios (Late Stage) sin embargo,
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no es posible analizar el caso de los estadios intermedios por el bajo numero de

pacientes.
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Figura 12. Expresion de LncRNAs que se unen fisicamente a CTCF segln estadio y
expresion proteica de CTCF en el tumor primario en pacientes con cancer de ovario.

Correlacién en heatmap de la expresion de los LncRNAs que se unen fisicamente a CTCF. Las
dos primeras columnas de izquierda a derecha corresponden a los pacientes que tienen una menor
expresioén proteica de CTCF en el tumor primario (z-score < -1), las dos siguientes a los pacientes
con mayor expresién proteica de CTCF en el tumor primario (z-score > 1). A su vez la columna 1

y 3 de izquierda a derecha, corresponden a pacientes catalogados en etapas medianas (Mid
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Stage) y el resto a etapas tardias (Late Stage). Las filas corresponden a la mediana de la expresion

de cada LncRNAs. Ademas, se adjunta la cantidad de pacientes por estadio segun la expresion

proteica de CTCF.

13.

B

LncRNAs SCORE para etapas medianas mRNAs SCORE para etapas medianas
(Mid Stage SCORE) (Mid Stage SCORE)
MALAT1 6077.73 PLEC 1262.22
NEAT1 739.24 CPNE1 1140.24
PNN 1112.26
HGS 767.33
uaccl 567.47
LncRNAs SCORE para etapas tardias mRNAs SCORE para etapas tardias
(Late Stage SCORE) (Late Stage SCORE)
MALAT1 488.55 ADRM1 567.46
PLEC 512.34

Figura 13. RNAs seleccionados por estadio con mayor probabilidad de estar presentes en

exosomas debido a la presencia de CTCF.

A) Se muestra los LncRNAs seleccionados con mayor probabilidad de estar en exosomas por

estadio, en el cuadro superior aquellos seleccionados en estadios medianos, y en el cuadro inferior

aquellos seleccionados en estadios tardios. B) Se muestran los mMRNAs seleccionados con la

mayor probabilidad de estar en exosomas por estadio. En el cuadro superior aquellos

seleccionados para etapas medianas, y en el cuadro inferior para etapas tardias.
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Figura 14. Expresion proteicade YY1y PARP1 segln estadio y expresion proteica de CTCF

en el tumor primario de pacientes con cancer de ovario.

Correlacion en heatmap de la expresion de los YY1 y PARP1. Las dos primeras columnas de
izquierda a derecha corresponden a los pacientes que tienen una menor expresion proteica de
CTCF en el tumor primario (z-score < -1), las dos siguientes a los pacientes con mayor expresion
proteica de CTCF en el tumor primario (z-score > 1). A su vez la columna 1 y 3 de izquierda a
derecha, corresponden a pacientes catalogados en etapas intermedias (Mid Stage) y el resto a
etapas tardias (Late Stage). Las filas corresponden a la mediana de la expresién de cada proteina.

Ademas, se adjunta la cantidad de pacientes por estadio segun la expresion proteica de CTCF.

4.3 Recapitulacion de los resultados principales

Hay una correlacion positiva entre la expresion de CTCF en tumores de cancer de
ovario con la deteccion del complejo NURD y con proteinas asociadas a la
reparacion de cortes de doble hebra y activacion de la maquinaria de reparacion

del genoma (Figura 6 y 7 respectivamente).
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Se detectd la presencia de CTCF en exosomas en células epiteliales
inmortalizadas de ovario HOSE y de cancer de ovario A2780. Hay mayor

deteccion de CTCF en las células A2780 que en HOSE.

De las 10 biomoléculas capaces de interactuar fisicamente con CTCF, 9 han sido
previamente descritas como cargo de exosomas. De este modo, estos resultados
abren la posibilidad de que su presencia en exosomas pueda ser dependiente de

la presencia de CTCF.
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5.DISCUSION

5.1 Cancer de ovario, inestabilidad gendmica, formacion de micronucleos.
El cancer de ovario seroso de alto grado se destaca por la alta prevalencia de
mutaciones en el genoma. Entre las mutaciones presentes en este cancer se
destacan las amplificaciones genéticas, las cuales se manifiestan por errores
en la maquinaria de reparaciéon de cortes de doble hebra [68-69]. Justamente
la mutacion en el gen BRCA1/BRCA2, una de las causas mas comunes de la
generacion de cancer de mama y ovario, permite la formacion de
amplificaciones genéticas debido al rol activo de este gen en la reparacion en
los cortes de doble hebra [74]. Esto implica que disminuya considerablemente
la estabilidad gendmica de las células afectadas gatillando la desregulacién de
multiples genes como también la segregacion anomala de cromosomas. Es por
esto que la formacion de micronucleos, cuya causa se debe a la segregacion
anomala de cromosomas debido a cortes de doble hebra en el genoma, lo cual
es frecuente en el cancer de ovario [71-73]. Cabe mencionar que la formacion
de micronucleos también se ha visto en tumores de pacientes con quimioterapia

[75].
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5.2 CTCF es necesario para la regulacion de la expresion gendémica y para
mantener la integridad de la arquitectura nuclear y gendmica.

CTCF es un factor transcripcional necesario para la regulacién de la expresion
gendmica como también para la mantencion de la integridad de la arquitectura
nuclear y gendmica. Este factor es capaz de unirse a mas de 20.000 sitios en el
genoma humano, regular la transcripcion mediante la promociéon o inhibicion
directa de promotores y fomentar o desincentivar la comunicacion entre
secuencias regulatorias de genes al formar los loops [31-35]. Sumado a esto, el
factor transcripcional CTCF se encuentra sobre expresado en el cancer de ovario
[48]. Por estas razones, estudiar las proteinas susceptibles al nivel proteico
de CTCFy a que vias ontologicas pertenecen, podria ser Gtil para verificar si
la desregulacion de CTCF podria indicar o desencadenar inestabilidad

gendmica nuclear al promover o inhibir ciertas proteinas.

Para abordar esta pregunta, se utilizé la base de datos Firehose Legacy, la cual
posee informacion de 617 pacientes. Una ventaja de utilizar esta base de datos
es que 587 de los pacientes no recibieron quimioterapia previamente a la biopsia
de sus tumores, por lo que el estudio de la correlacion entre CTCF y la promocion
de la inestabilidad gendmica nuclear no se veria afectada por la quimioterapia; lo
gue pudiese afectar esta evaluacion o relacion. Sin embargo, debido a la ausencia

de pacientes tratados con quimioterapia, no es posible comparar la correlacion
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entre CTCF y las vias promotoras de inestabilidad genémica entre pacientes con
y sin tratamiento quimioterapéutico, es decir, la comparacién entre contextos con
y sin inestabilidad gendmica inducida por farmacos, lo que seria interesante

investigar en trabajos futuros.

5.3 CTCF no se correlaciona con el avance de la enfermedad de cancer de
ovario.

Al estudiar la correlacion entre en i) nivel de CTCF en tumores primarios de
pacientes, ii) las proteinas con mayor correlacion con el nivel proteico de CTCF y
i) el estadio de la enfermedad en pacientes, se observo que no existe correlacion
entre el nivel proteico de CTCF en el tumor primario con el avance de la
enfermedad (figura 5), fenbmeno ya demostrado por Lintao Zhao, et al (2017)
[48].

Cabe mencionar que, con el método de clusterizacion de proteinas, se logro
encontrar 9 clusteres diferentes, esto significa que el nivel proteico de las
proteinas pertenecientes a cada cllster se comportan de manera similar, lo que
podria indicar que estas proteinas pertenecen a una via particular o su expresién
es regulada por los mismos agentes. Por esta razon se decidi6 estudiar las vias

ontolégicas de cada cluster para observar la veracidad de este fendmeno y con el
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fin de seleccionar aquellas proteinas pertenecientes a alguna via que pudiera
promover la inestabilidad gendmica nuclear.

Adicionalmente, el método de clusterizacion de pacientes logré generar
aproximadamente 10 cluster diferentes. Como se puede observar en la figura 5,
existen cluster de pacientes con un nivel alto de CTCF como otros con nivel bajo
de CTCF y se aprecia la alta dependencia del nivel de las proteinas seleccionadas
con el nivel de CTCF. Este fendmeno seria interesante de estudiar en trabajos
futuros ya que podria ser una buena fuente de comparacién entre pacientes con
niveles diferentes de CTCF, para observar la dependencia del nivel de esta
proteina con el fendbmeno de inestabilidad nuclear. El estudio del estado
mutacional de cada cllster podria indicar una correlacion positiva entre el nivel de

CTCF y la cantidad de mutaciones por paciente.

5.4 El complejo NuRD se correlaciona de manera positiva con CTCF, siendo
una viaindirecta de promocion de la inestabilidad gen6mica.

Al estudiar las vias ontoldgicas pertenecientes a cada clister, se observaron
varias vias involucradas en la regulacion de la estabilidad nuclear siendo una de
ellas el complejo NuRD.

Este complejo tiene un rol dual en la promocion y supresion de la tumorogénesis
dependiendo del tipo y contexto celular [75]. Sin embargo, este complejo es

promotor de la desacetilacion de TP53 que gatilla el bloqueo de la activacion
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transcripcional de genes dependientes de TP53 [75], esto significa que este
complejo es capaz de suprimir el arresto del ciclo celular como también la
apoptosis [77]. Ademas, es supresor de PTEN [75] el cual es un gen supresor de
tumores responsable del control de ciclo celular, crecimiento celular, reparacion
de cortes de doble hebra, entre otros [78].

Ademas, este complejo es reclutado en promotores hipermetilados del genoma
para mantener su estado de metilacién, fenébmeno evidenciado para el gen
supresor de tumores BRCAL cuya funcién es la reparaciéon de mutaciones en el

genoma y la hipermetilacién de su promotor inhibe su transcripcion [75].

Por lo tanto, la inhibicion de las proteinas TP53, PTEN como BRCAL por parte del
complejo NURD podria promover la inestabilidad gendmica nuclear al evitar la
reparacién correcta de mutaciones y/o cortes de doble hebra, sumando a esto la
pérdida del control del ciclo celular.

Por todas estas razones la sobreexpresion de CTCF y por lo tanto la promocién
del complejo NuRD podria aumentar la inestabilidad gendémica nuclear, al
promover una nula o incorrecta reparacion de cortes de doble hebra lo que

fomentaria la formacion de MN (Figura 15).
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5.5 CTCF se correlaciona positivamente con vias de reparacion del genoma,
como compensacién de la inestabilidad genémica nuclear.

Otras vias asociadas a la mantencion de la integridad genOmica que son
correlativas al nivel proteico de CTCF son la via de reparacion de cortes de doble
hebra y la activacién de la maquinaria de reparacion del DNA.

Ambas vias son supresoras de tumores al promover la reparacién de mutaciones
o cortes del genoma [79], asi su promocion podria ser indicadora de la presencia
de mutaciones, cortes de doble hebra y por lo tanto de inestabilidad genémica

nuclear (Figura 15).

5.6 La sobre expresion de CTCF podria fomentar la segregaciéon anémala de
cromosomas

Al estudiar todas las proteinas y estudiar sus vias ontolégicas (Reactome
PANTHER), la via asociada a la union de cohesina a los cromosomas es la que
posee mayor representacion (Figura anexo 4).

Cohesina es una proteina requerida para la formacion de loops de cromatina y por
consiguiente su funcion se asocia a la diferenciacion celular como también a la
regulacion de la expresion génica. Otras de sus funciones es la segregacion de
las cromatidas hermanas en el proceso de mitosis. Sin embargo, todas estas

funciones son dependientes de la presencia de CTCF [80].
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Es por esto que la sobreexpresion de CTCF en pacientes con cancer de ovario
evidenciada por Lintao Zhao, et al (2017) [48], podria fomentar una segregacion
anomala de los cromosomas. Esto podria explicarse por el hecho que CTCF al
ser un factor de transcripcién el cual puede unirse a mas de 20.000 sitios en el
genoma humano [33], su sobreexpresion podria generar que este factor se una a
secuencias gendmicas con menor afinidad, gatillando la funcién de cohesina en
segmentos cromosémicos incorrectos y por ende generando una segregacion
andmala de cromosomas. Este fendmeno generado por la sobre expresion de
CTCF podria fomentar la formacion de MN y en este mismo sentido, CTCF al
poseer un rol crucial en la segregacion de cromosomas, este podria estar presente

en MN.

5.7 Inestabilidad genémica, micronutcleos y exosomas

Los MN son un producto de la inestabilidad genémica nuclear, generada por una
segregacion anémala de cromosomas. En la investigacion de Yokoi A, et al 2019
[29], muestran en células de cancer de ovario que estos MN formados son
incorporados a los CMV mediante las tetraspaninas CD63. Esta investigacion es
la primera en demostrar el mecanismo de la incorporacion de contenido nuclear
en exosomas. Asi, considerando que 1) la correlacion positiva entre el nivel de
CTCF y la inestabilidad nuclear, 2) el rol de CTCF en la mantencion de la

integridad nuclear y en la segregacion de exosomas y 3) la generacion de MN se
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debe a la desestabilizacion de la integridad gendmica, es que en esta tesis se
plante6 que CTCF podria estar presente en exosomas secretados por células

de cancer de ovario.

5.8 CTCF esta presente en exosomas secretados por las células epiteliales
y tumorales de ovario.

En esta tesis, para la obtencién y purificacién de exosomas se utilizaron las lineas
celulares tumorales A2780 y epiteliales no tumorales HOSE. En la figura 8, se
mostré que el 80% de las micro vesiculas purificadas, provenientes de las células
A2780, corresponden a exosomas usando el criterio de tamafio. Ademas, se
puede observar que existen vesiculas con un tamafio mayor a los 200 nm las
cuales podrian corresponder a vesiculas extracelulares de un tamafio superior a

los exosomas o a micro vesiculas de unidas entre si.

Por otra parte, en la figura 9, se muestra una imagen de exosomas obtenida por
microscopia electrénica, en donde se observa la forma de copa descrita para
exosomas. Esta estructura es generada por la deshidratacion de la muestra e

indica que los exosomas purificados estan integros.
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Finalmente, en la figura 10, se observa la presencia de CTCF en exosomas
secretados por las lineas celulares HOSE y A2780. Sin embargo, se observa una
gran diferencia en la cantidad de CTCF detectada en los exosomas purificados de
cada linea celular. Esta diferencia podria ser explicada debido a la inestabilidad
nuclear inherente para cada linea celular. Esto porque, las células HOSE
corresponden a una linea celular de epitelio de ovario inmortalizada no
tumorogénica [81] y las células A2780 corresponden a una linea celular
proveniente de un tumor primario con mutaciones en BRAF y PTEN [82].

Segun estos antecedentes la inestabilidad gendmica de las células A2780 es
elevaday a su vez que las células HOSE, por esta razén es que se podria explicar
la mayor deteccion de CTCF en exosomas secretados por las células A2780 que
por HOSE. Sin embargo, para demostrar este fenbmeno se requiere de mayor
analisis experimental, como por ejemplo inducir de manera artificial mayor
inestabilidad gendmica en células A2780 y verificar que en los exosomas de estas

células haya mayor deteccion de CTCF que en células wild-type.

Por otro lado, se puede observar que hay una mayor deteccion de la banda de
70kDa de CTCF (CTCF 70) que de la de 130 kDa de CTCF en los exosomas
secretados por las células A2780, a pesar de que en estas mismas células se
observa una mayor deteccion de la banda de 130 kDa que la de CTCF-70. Lo que

confirma lo que se ha descrito en la literatura, como la idea de que lo que se
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observa como cargo de un exosoma no siempre es reflejo de la célula que lo

secreta.

Asi sugerimos que las células A2780 incorporarian de manera activa esta fraccion
de CTCF a los exosomas. Segun EM Klenova, et al. 1997, CTCF-70 corresponde
a un producto truncado de CTCF que Unicamente posee el dominio N-terminal
cuyo posible rol es potenciar la funcién de factor transcripcional de CTCF completo
(130kDa), segun el ensayo de transactivacion en células COS6 realizado en dicha
investigacion [36]. Esto podria implicar que la incorporacion de CTCF-70 en las
EVs que secretan las células A2780 podria aumentar la capacidad de CTCF de

activar sus genes blancos en las células receptoras de estas EVSs.

Otra posibilidad es que este producto truncado este interactuando con proteinas
o complejos proteicos posicionados en segmentos genéticos de mayor
inestabilidad gendmica que generen la produccion de micronicleos, y por esa
razon haya mayor cantidad que la isoforma completa de CTCF en exosomas. Por
lo que estudiar el posicionamiento gendémico de proteinas y/o complejos que
interactien con esta version truncada de CTCF podria indicar que fragmentos

gendmicos inestables son méas susceptibles a la formacién de micronucleos.
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5.9 CTCF podria ser el responsable de la presencia de LhncRNAs, mRNAs y
proteinas con capacidades promotoras de metédstasis en exosomas

secretados por células de cancer de ovario

CTCF posee 3 dominios, N-terminal, dominio central y el C-terminal. Estos
cumplen funciones cruciales en el funcionamiento del factor de transcripcién como
son la union al DNA mediante los 11 dedos de zinc localizados en el dominio
central [32], unién a diversas proteinas a lo largo de los 3 dominios que ayudan a
este factor de transcripcion a unirse a secuencias especificas del genoma [49],
como la union a RNAs (LhcRNAs, mRNAs, miRNAs, etc.) gracias a la region RBR,
por sus siglas en ingles RNA binding region, localizada en el dominio C-Terminal

[50].

Como se puede observar en la figura 10, los exosomas secretados por las células
A2780 contienen como cargo tanto el factor transcripcional CTCF completo
(banda 130kDa) como un producto truncado que solo posee el dominio n-terminal
(CTCF-70). Por lo tanto, este factor de transcripcion es capaz de unir varias
proteinas y RNAs y a su vez, éste se encuentra en exosomas secretados por
células tumorales de ovario, por lo cual, surge la siguiente pregunta. ( CTCF es
capaz de arrastrar proteinas y RNAs al exosoma y que promuevan capacidades

metastasicas en las células receptoras?
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Se generan muchas posibilidades de investigar que tendrian como fin dilucidar si
CTCF posee la capacidad de modular el cargo exosomal para promover
capacidades tumorogénicas 0 metastasicas en las células receptoras de estos

exosomas.

Para contestar esta pregunta se seleccionaron aquellas proteinas y RNAs que
tuvieron la mayor probabilidad de interactuar con CTCF mediante el uso de la base
de datos TCGA-Firehouse Legacy y la investigacion de Ricardo SM, et al. 2021
[50]. Una vez seleccionados, estos fueron filtrados y se seleccionaron Unicamente
aguellos que tienen la capacidad de promover tumorogénesis/metastasis en las

células.

Todos los RNAs y proteinas seleccionados estan involucrados en la estimulacion
de procesos pro tumorogénicos/metastasicos como proliferaciéon celular,
migracion, transicion epitelio mesénquima, degradacién de la matriz extracelular,
resistencia a la quimioterapia, sobrevida de las células cancerigenas y metastasis
[51 - 63].

Ademas, todas las biomoléculas seleccionadas exceptuando a UQCCL1 han sido
descritos como cargo de exosomas en varios canceres y en algunos casos en
exosomas de tejido normal [61]. Sin embargo, todos los MRNAs seleccionados no

han sido descritos como cargo de exosomas, pero si su producto proteico [61].
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El caso de YY1 es bastante interesante ya que esta proteina interactia con el
dominio N-terminal de CTCF y al mismo tiempo, esta proteina ha sido descrita
como cargo de exosomas [83], asi como también responsable de cargar al miR-
223 en exosomas secretados de macrofagos que promueven quimio resistencia
en células de cancer de ovario [84]. Cabe mencionar que esta proteina es capaz
de interactuar con la tetraspanina CD63 la cual es la responsable de incorporar
los micronucleos a los cuerpos multi vesiculares [29].

Por otra parte, el LhcRNA MALAT1 ha sido descrito como promotor de
tumorogénesis y metastasis en varios canceres. Se ha publicado que esta
involucrado en la regulacion de la transcripcion, splicing alternativo, inhibicion de
TP53, que tiene rol de esponja de miRs como el miR-125 y miR-145, entre otras
funciones. Ademas, este es capaz de unirse a segmentos genomicos del DNA
especificamente en sitios de union de CTCF y su funcion es dependiente de la
configuracion arquitectonica 3D de la cromatina, por lo tanto, su funcién depende
de CTCF [85]. Es importante destacar que el mir-145 disminuye durante la
progresion del cancer de ovario epitelial y que la sobre expresion de este en
células de cancer de ovario A2780 y otras, disminuye la proliferacion, migracién e

invasion de estas células [86].
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Figura 15. CTCF se correlaciona positivamente con el complejo NURD y mecanismos de

reparacion de DNA.

En la figura se muestra todas las proteinas correlacionadas de manera positiva con CTCF. El
complejo NuRD inhibe directamente a PTEN como a TP53 aumentando la generacion de
mutaciones y por lo tanto promoviendo la inestabilidad gendmica nuclear. Por otro lado, las vias

de la activacion de la maquinaria de reparacién de DNA y de cortes de doble hebra aumentarian

de forma compensatoria.
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5.10 Conclusion

Los resultados de esta investigacion muestran que la sobre expresion de CTCF
esta correlacionada positivamente con la inestabilidad gendmica nuclear ya que
cuando aumentan los niveles de CTCF, aumentan los niveles del complejo NuRD
y de la maquinara de reparacion del DNA en los tumores primarios de pacientes

con cancer de ovario de la base de datos TCGA Firehose Legacy.

El aumento de la inestabilidad gendémica promoveria la produccion de
micronucleos, los cuales mediante la tetraspanina CD63 son incorporados a la
magquinaria de biogénesis de exosomas. Interesantemente, en este trabajo se
muestra que CTCF estd presente en exosomas. No solamente detectamos la
presencia de CTCF en exosomas secretados por células de cancer de ovario
A2780, sino que también en células epiteliales de ovario no tumorales HOSE; sin
embargo, detectamos mayor presencia de CTCF en exosomas secretados por
células A2780 que HOSE. Las células A2780 son mas inestable genémicamente
que las células HOSE, lo que sugiere que CTCF podria tener un rol activo en la
generacion de los microndcleos.

Una vez detectada la presencia de CTCF en exosomas secretados por células
A2780, se evaluaron in silico tanto las proteinas como los RNAs que interactian

con CTCF, para primero verificar si estas biomoléculas han sido descritas como
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cargo de exosomas y segundo, evaluar si estas poseen la capacidad de promover
tumorogénesis o metastasis.

Mediante el uso de técnicas bioinformaticas, mostramos que 9 de 10 de las
biomoléculas que pasaron los filtros, han sido descritas estar presentes en
exosomas como también promotores de varios mecanismos tumorogénicos y/o
metastasicos.

Nuestros resultados sugieren que es posible que CTCF y su interactoma formaria
parte del cargo de los microndcleos y finalmente seria destinado a los exosomas.
Asi, la desregulacion de CTCF podria estar involucrada en la promocién o
aumento del <cargo nuclear y de la destinacion de agentes
protumorales/metastésicos en vesiculas extracelulares del tipo exosomas en el

cancer de ovario.
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6. ACTIVIDADES

6.1 Publicaciones durante el periodo de tesis

"Preparation of electrospun fiber mesh of poly (acrylic acid-co-4-styrene
sulfonate) copolymers. Potential drug-eluting scaffold to delivery
chemotherapeutic medication using clonogenic assays in tumorigenic gastric
and breast cancer cells.". Andrénico Neira-Catrrillo, Ignacio A. Zarate, N. Butto,
L. Lobos-Gonzalez, Matias Del Campo-Smith, Daniel A. Palacio, Bruno F.
Urbano. En Revision.
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Figura anexo 1. Andlisis de tamafio y concentracién de exosomas secretados por

células A2780 y HOSE purificados mediante ultra centrifugacion.

Se muestra en la figura el andlisis de tamafio y concentracion de exosomas de A2780 y HOSE

purificadas mediante ultra centrifugacion. Ninguna de las cuatro purificaciones tiene la

cantidad minima de exosomas requerida para realizar un analisis de tamafio y concentracién

que es al menos 10 particulas por cuadro.
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Vesicle size ratio of vesicles secreted from HOSE
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Figura anexo 2. Andlisis de tamafio, concentracién y microscopia electrénica de

exosomas secretados por células HOSE.

A) Imagen de exosomas obtenida mediante microscopia electrénica TALOS. B) Razo6n de
tamafios de exosomas secretados por células HOSE. B) Perfil de tamafio vs concentracién

de exosomas secretados por células HOSE.
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Ensayo clonogénico de células HOSE
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Figura anexo 3: Analisis del niumero de clones HOSE al ser estimulados con exosomas A2780.

Para el ensayo clonogénico, en placa de cultivo de 12 pocillos se agrega una capa de agarosa al 2%,
luego se agregan 7500 células HOSE re suspendidas en una mezcla de medio de cultivo RPMI +
agarosa. Se agregan los siguientes estimulos; 5 pg, 10 pg y 20 ug de exosomas A2780 y 10 ug de
exosomas de A2780 previamente sonicados por 10 minutos en un bafio termorregulado a 37°C (10 pg
S) y como control de comparacién NT = no tratado. Al dia 10 y 14 se toman fotografias y se cuentan
los clones; al dia 10 se cuantifican los clones sobre 50 um de diametro y al dia 14 sobre los 100um de
diametro. A) Panel de fotos de clones al dia 10 y 14 segun estimulo. (Aumento 10X). B) Grafico de

numero de clones segun estimulo y dia. Experimento realizado en duplicado, n = 3.
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Figura anexo 4. Vias enriquecidas de las proteinas con correlacién positiva con CTCF.

Se muestra en esta figura las vias ontogénicas de las proteinas con correlacién positiva con

CTCF
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