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RESUMEN

CTCF es un importante regulador transcripcional y organizador de la estructura
tridimensional del genoma, frecuentemente alterado en céncer. La proteina CTCF esta
compuesta por tres dominios diferentes: un dominio N-terminal, uno C-terminal, y uno
central con 11 dedos de zinc, que permiten su unién al ADN. Se encuentra expresada de
forma ubicua y altamente conservada en los vertebrados, ya que es indispensable en el
funcionamiento celular gracias a su actividad regulando la expresion génica. Entre sus
multiples y variadas funciones destaca su papel como regulador transcripcional,
insulator, regulador epigenético, y regulador de la estructura tridimensional de la
cromatina. Su implicacidn en el cancer ha sido extensamente estudiada, desempefiando
funciones clave en la proliferacion celular, la apoptosis, la diferenciacién y la invasion,
entre otros procesos fundamentales en la carcinogénesis. Se ha descrito su alteracién en
numerosos tumores, incluyendo el cancer de mama, endometrio y tumores
hematoldgicos, en los que su pérdida o disfuncién se asocia con la progresién tumoral,
lo que subraya su importancia como posible biomarcador y diana terapéutica. La
comprension de los mecanismos moleculares subyacentes a la participacion de CTCF en
cancer es fundamental, ya que esta impulsando su caracterizacién como posible
biomarcador, permitiendo un diagndstico mas temprano, un mejor prondstico y el
posible desarrollo de terapias dirigidas que lograrian un tratamiento mas personalizado,
mas efectivo, y menos dafiino para los pacientes.
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ABSTRACT

CTCF is an important transcriptional regulator and organizer of the three-dimensional
genome structure, frequently altered in cancer. CTCF protein is composed of three
different domains: a N-terminal domain, a C-terminal domain, and a central domain with
11 zinc fingers, which allow its binding to the DNA. It is ubiquitously expressed and highly
conserved in vertebrates, as it is essential for cell functions due to its activity in the
regulation of gene expression. Among its multiple and varied functions, its role as a
transcriptional regulator, insulator, epigenetic regulator, and regulator of chromatin's
three-dimensional structure stands out. Its involvement in cancer has been extensively
studied, playing key roles in cell proliferation, apoptosis, differentiation, and invasion,
among other fundamental processes in carcinogenesis. CTCF alterations have been
described in several tumors, including breast cancer, endometrial cancer, and
hematologic tumors, where its loss or dysfunction is associated with tumor progression,
highlighting its importance as a potential biomarker and therapeutic target.
Understanding the underlying molecular mechanisms of CTCF's involvement in cancer is
crucial, as it is driving its characterization as a potential biomarker, enabling earlier
diagnosis, better prognosis, and the potential development of targeted therapies that
would achieve a more personalized, effective, and less harmful treatment for patients.
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1. ABREVIATURAS

5-meC: 5-metilcitosina

BRCAl: breast cancer type 1
susceptibility protein

CpG: Citosina-Fosfato-Guanina

CTCF: factor de unién a CCCTC

CTS: sitio de union a CTCF

ENCODE: Encyclopedia of DNA Elements
GIST: tumor del estroma gastrointestinal

ICGC: Consorcio Internacional del
Genoma de Cancer

IDH: isocitrato deshidrogenasa

IGF2: factor de crecimiento insulinico
tipo 2

ILC: carcinoma lobulillar invasivo
kDa: Kilo daltons

LLA: leucemia linfoblastica aguda
LLC: leucemia linfocitica crénica
LMA: leucemia mieloide aguda

IncRNAs: ARN no codificantes de cadena
larga

ncRNA: ARN no codificante

LOH: pérdida de heterocigosidad
PARP1: poli-(ADP-ribosa)—polimerasa 1
PARilacion: poli-ADP-ribosilacién

pb: pares de bases

CK2: caseina quinasa 2

PLK1: proteina poloquinasa 1

RBD: dominio de unién al receptor

SMC: proteinas de mantenimiento
estructural de los cromosomas

SUMO: small-like ubiquitin modifiers
TAD: dominio topoldgicamente activado
TCGA: The Cancer Genome Atlas

TERT: telomerasa transcriptasa inversa

TGFB1: factor de
transformante beta 1

crecimiento

TSS: sitio de inicio de la transcripcidn
UTR: regidén no traducida

ZF: dedos de zinc



2. INTRODUCCION

CTCF es un importante regulador transcripcional y organizador de la estructura
tridimensional del genoma, frecuentemente alterado en cancer. El gen CTCF, localizado
en el cromosoma 16, contiene 12 exones, de los cuales 10 codifican la proteina CTCF,
compuesta por 727 aminodcidos, que se encuentran distribuidos en tres dominios: un
dominio N-terminal, uno C-terminal, y uno central compuesto por 11 dedos de zinc,
encargados de su unién al ADN. Los estudios sobre CTCF han aumentado
exponencialmente a lo largo de los afios, y su importancia se pone de manifiesto al estar
muy bien conservado durante la evolucién en los vertebrados. Las funciones que
desempeiia CTCF dependen en gran medida de la localizacién de sus secuencias diana,
sus modificaciones postraduccionales, y las proteinas con las que interactia. En sus
origenes se describié como factor de transcripcién, posteriormente se supo que
desempeiiaba también otras funciones como son la unién a secuencias insulators,
regulacion epigenética o la organizaciéon tridimensional de la cromatina, y mas
recientemente se ha descubierto su capacidad de unirse al ARN.

En este TFG se ha hecho una revisién bibliografica de articulos desde el descubrimiento
de CTCF hasta la actualidad, describiendo su estructura, unién al ADN, modificaciones
postraduccionales, interacciones con otras proteinas, funciones, y especialmente su
papel en cancer. Ademas de la revisién bibliografica, hemos utilizado diferentes
plataformas y programas en linea para completar el analisis y descripciéon de las
diferentes secciones del trabajo. En la parte de su estructura, por medio de los
programas ENCODE y PYMOL hemos analizado la estructura del gen y de la proteina. El
resto de los programas se han utilizado para los apartados de la implicacién de CTCF en
cancer: CanProVar para estudiar aquellas proteinas con las que interacciona CTCF
implicadas en procesos cancerigenos; GEPIA para determinar la expresién diferencial de
CTCF en tejidos tumorales y normales, y cBioPortal para analizar tipos de mutaciones en
cada tumor, rutas en las que CTCF estd alterado, variantes estructurales, etc.

En el contexto del cancer, se sabe que CTCF estd implicado en la regulacién de una
amplia variedad de procesos alterados en células tumorales, como son la expresion
génica, la metilacién del ADN y la arquitectura cromosdmica, entre otras. El cancer
representa una de las principales causas de morbilidad y mortalidad. Aunque la
incidencia varia segun la regién y el tipo de cancer, se observa afio tras afio un aumento
en la prevalencia, impulsado por factores como el envejecimiento, la urbanizacién y los
cambios en el estilo de vida. Se origina a partir de mutaciones en el ADN que afectan a
genes involucrados en la regulacion del crecimiento celular, la reparacién del ADN, la
apoptosis, etc. Las principales clases de genes implicados en el cancer incluyen: los
oncogenes, que promueven el crecimiento celular, y los genes supresores de tumores,
gue inhiben el crecimiento celular y la progresion tumoral. Las alteraciones
cromosdémicas, como translocaciones, amplificaciones y deleciones, son comunes en el
cancer. Los avances en tecnologias de secuenciacién y andlisis gendmico han permitido
identificar mutaciones especificas asociadas con diferentes tipos de cancer, lo que est3
llevando al desarrollo de terapias dirigidas y la medicina de precisién. En el caso de CTCF,
la comprensién de sus mecanismos moleculares alterados en los tumores, podrian
impulsar su investigacion como nuevo biomarcador, terapias innovadoras y enfoques de
prevencion y deteccidn temprana basadas en esta proteina.



3. METODOS

3.1. Revision bibliografica

Se ha realizado una revisidn bibliografica sobre CTCF, su estructura, modificaciones,
partners y funciones, y su implicacién en cancer. En la bibliografia se han incluido 83
referencias, principalmente extraidas de la base de datos PubMed
(http://pubmed.ncbi.nlm.nih.govor). PubMed es un motor de busqueda gratuito que
accede principalmente a la base de datos MEDLINE, de acceso libre y especializada en
ciencias de la salud, con mds de 19 millones de referencias bibliograficas. Como gestor
bibliografico se ha empleado Mendeley Cite (https://www.mendeley.com/reference-
management/mendeley-cite).

3.2. ENCODE

La Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE, UCSC GENOME BROWSER) es una
herramienta en linea que permite explorar y analizar genomas completos de multitud
de organismos. El sitio web (https://genome.ucsc.edu/) proporciona una interfaz
intuitiva para analizar las secuencias de ADN, variantes genéticas, regiones reguladoras,
etc. Ademads, permite comparar genomas de diferentes especies y realizar andlisis
avanzados.

Se ha utilizado la Version Diciembre 2013. El término de busqueda fue: CTCF (Homo
sapiens CCCTC-binding factor (CTCF), transcript variant 1, mRNA (from RefSeq
NM_006565)). Se analizé el locus de CTCF, la distribucion de intrones y exones, y la
secuencia codificante. También se analizé la localizaciéon de los principales dominios
estructurales en la secuencia de CTCF, extraido de Uniprot.

3.3. PYMOL

PyMOL (https://pymol.org/) es un programa de visualizacion molecular de cédigo
abierto que permite visualizar y analizar las estructuras tridimensionales de proteinas,
acidos nucleicos y otras macromoléculas. Ademas de la visualizacién, también permite
realizar mediciones, superposiciones de estructuras, animaciones y analizar
interacciones moleculares. En este TFG se ha utilizado PyMOL para crear una figura de
la estructura terciaria de CTCF (Figura 2). La estructura se descargd de Research
Collaboratory for Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB), que es un
recurso en linea (https://www.rcsb.org/) que almacena y proporciona acceso a
estructuras tridimensionales de proteinas, acidos nucleicos y otras macromoléculas
bioldgicas. Se editaron los colores de los aminoacidos para distinguir los dedos de zinc
de CTCF.

3.4. CBIOPORTAL

cBioPortal for Cancer Genomics (https://www.cbioportal.org/) es una plataforma en
linea de acceso abierto para la exploracidn interactiva de multitud de datos sobre
gendmica, como perfiles de expresion génica, mutaciones genéticas y alteraciones
cromosdémicas, en el contexto de estudios sobre el cancer, permitiendo entender mejor
la biologia subyacente de la enfermedad y descubrir posibles objetivos terapéuticos.


http://pubmed.ncbi.nlm.nih.govor/
https://pymol.org/

Se ha utilizado para analizar la implicacion de CTCF en el cancer, a partir de un conjunto
de 32 estudios de The Cancer Genome Atlas (TCGA). La plataforma nos permite analizar
diferentes aspectos como los tipos de mutaciones y su frecuencia en cada tipo de cancer
(oncoprint y cancer types summary), las mutaciones y modificaciones postraduccionales
(mutations), las rutas en las que CTCF estd alterado en cancer (pathways), y una nueva
funcion que son las variantes estructurales (structural variants), entre otras.

3.5. GEPIA

GEPIA (Gene Expresién Profiling Interactive Analysis) (http://gepia.cancer-
pku.cn/index.html) es una herramienta que permite a los usuarios explorar y analizar
datos de expresién génica en el contexto del cancer. Actia como mediador entre los
datos sobre gendmica del cdncer y la informacion integrada a los usuarios, facilitando la
extraccion de datos. Utiliza datos del TCGA y del Consorcio Internacional del Genoma de
Cancer (ICGC) para proporcionar informacién sobre la expresion diferencial de genes en
distintos tipos de tumores, que es para lo que se ha utilizado en este TFG.

3.6. CanProVar

CanProVar (Human Cancer Proteome Variation Database) (http://canprovar2.zhang-
lab.org/) es una base de datos que muestra informacion detallada sobre las variantes
genéticas identificadas en diferentes tipos de cancer, incluidas mutaciones somaticas,
variantes de genes relacionados con el cancer, y su relevancia clinica y funcional. La
busqueda puede hacerse no solo mediante los nombres/ID de las proteinas o el tipo de
cancer, sino también la lista de proteinas, la ubicacién o la ruta de los cromosomas. En
este caso se ha utilizado para obtener la lista de proteinas que interaccionan con CTCF
alteradas en cancer (Tabla 1).

4. ESTRUCTURA DE CTCF

CTCF se describid por primera vez como un represor de la transcripcién, que se unia al
promotor de c-myc de pollo. Su nombre proviene de su sitio de unidn al ADN, que posee
tres repeticiones espaciadas de la secuencia CCCTC, por lo que se denominé factor de
unidn a CCCTC o CTCF (Klenova et al., 1993; Lobanenkov et al., 1990). Posteriormente,
se descubrié que también actia como activador transcripcional (Vostrov & Quitschke,
1997) ademds de tener muchas otras funciones, ya que se trata de una proteina
expresada de forma ubicua y altamente conservada en los vertebrados, especialmente
en mamiferos (revisado recientemente en Del Moral-Morales et al., 2023).

El gen CTCF estd localizado en el cromosoma 16qg22.1, una region frecuentemente
deleccionada en diversas enfermedades malignas humanas. Utilizando la plataforma
ENCODE (UCSC GENOME BROWSER), en el anexo 1 (Figura A1) se muestra la estructura
genodmica de CTCF, la secuencia codificante y los dominios que se detallan a
continuacion.

El gen CTCF contiene 12 exones. Los exones 3-12 codifican una proteina de 82 kDa,
compuesta por 727 aminoacidos, que se encuentran distribuidos en tres dominios



diferentes (Figura 1): un dominio N-terminal, uno C-terminal, y uno central, que es el
dominio de unidon al ADN (Del Moral-Morales et al., 2023).

N-terminal 11 Zinc Fingers C-terminal

Poly-ADP-ribosyl DNA binding Binding
3 stability

Phosphorylation sites

Sequence- and methylation-dependent
binding

RNA binding

Figura 1: Organizacion de los dominios de la proteina CTCF: organizacidn lineal de CTCF con sus
tres dominios funcionales y la modificacién postraduccional mds frecuente en cada uno de ellos.
Dominio central: los dedos de zinc (ZF) del 3 al 7 (cuadrado verde) se unen al ADN. Los ZF 1, 10
y 11 son los encargados de unirse al ARN (cuadrado rojo). Los ZF 8 y 9 son los que proporcionan
estabilidad a estas uniones (cuadrado amarillo). Los recuadros negros resaltan las posiciones
donde la presencia de un dinucleétido CpG metilado en su secuencia de unién puede prevenir
la unién de CTCF al ADN (Segueni & Noordermeer, 2022).

El dominio central estd a su vez compuesto por 11 dominios de dedos de zinc (ZF),
especialmente bien conservados durante la evolucidon en los vertebrados, pues son
fundamentales para el funcionamiento de CTCF (Dehingia et al., 2022). CTCF utiliza
combinaciones diferentes de estos dedos de zinc para ser capaz de reconocer y unirse a
gran variedad de secuencias de ADN, fundamentalmente en dareas intergénicas, pero
también intragénicas y promotoras, pudiendo asi modificar la arquitectura de los
cromosomas de multiples formas. Ademads, puede unirse a la matriz nuclear y estabilizar
su arquitectura. Es por esto que, a dia de hoy, se le considera una proteina multivalente
(Li et al.,, 2020). A pesar de poderse unir a regiones del ADN muy dispares,
aproximadamente el 80% de las secuencias a las que se une contienen la secuencia
consenso de 12 a 15 pb (Figura 1) 5'-NCA-NNA-G(G/A)N-GGC-(G/A)(C/G)(T/C)-3'
(Hashimoto et al., 2017), que es reconocida por los dedos del 3 al 7. Por su parte, las
secuencias flanqueantes no conservadas son reconocidas por los dedos 1y 2 o del 8 al
11, que ayudan a estabilizar el complejo CTCF-ADN. Ademas de al ADN, CTCF también
tiene la peculiaridad de ser capaz de unirse al ARN, gracias a los ZF1, ZF10 y ZF11, que
contienen un dominio de unién al ARN (RBD) proporcionando a la proteina puntos de
anclaje adicionales (Debaugny & Skok, 2020).

Como vemos, las acciones y funciones de CTCF dependen en gran medida de la
localizacién de sus secuencias diana, ademds de las modificaciones postraduccionales
gue pueden sufrir cada uno de los 3 dominios.

CTCFL (CTCF like), también conocido como BORIS, es el paralogo de CTCF. Su origen se
encuentra en la duplicacién genética de CTCF durante la evolucién. A diferencia de CTCF,
gue se encuentra expresada de forma constitutiva y ubicua, CTCFL solo se expresa de
forma transitoria y Unicamente en células germinales masculinas premeidticas (Nishana
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et al., 2020). Sin embargo, se expresa en células tumorales y tiene un importante papel
en cancer, como se describird mas adelante. El dominio de 11 dedos de zinc de BORIS
presenta alta homologia con el de CTCF. Sin embargo, los dominios N y C terminales son
diferentes, lo que sugiere funciones diferentes de estos dominios en las dos proteinas
(Ohlsson et al., 2010).

5. UNION DE CTCF AL ADN

Tras la realizacidon de multiples experimentos para mapear los sitios de unién de CTCF en
todo el genoma, se ha demostrado que en él existen entre 40000 y 80000 sitios de unidn
a CTCF, dependiendo del contexto celular (Bastiaan Holwerda & de Laat, 2013).

A diferencia de la mayoria de factores de transcripcion, CTCF se une fundamentalmente
a secuencias intergénicas, y normalmente a una determinada distancia del sitio de inicio
de la transcripcion (TSS). CTCF fue una de las primeras proteinas que demostré mediar
el bucle de cromatina entre sus sitios de unién (Debaugny & Skok, 2020). Como se ha
comentado previamente, la mayoria de las secuencias de ADN a las que se une CTCF
contienen la secuencia 5'-NCA-NNA-G(G/A)N-GGC-(G/A)(C/G)(T/C)-3' (Hashimoto et al.,
2017). A estas secuencias consenso se les denomina CTS (Ohlsson et al., 2010). De todos
los CTS descritos, un 46% se encuentran en regiones intergénicas. El resto se reparten
entre regiones promotoras (20%), exones (12%) e intrones (22%).

Figura 2: Unién de CTCF al ADN. Los ZF del 3 al 7 contactan cada uno con 3 bases de la secuencia
consenso constituida por 15 pares de bases. El cddigo de colores de los ZF unidos al ADN
corresponde a los cuadrados numerados en el esquema superior. Esta figura ha sido generada
utilizando el programa PYMOL.

Las diferentes mutaciones que pueden ocurrir en los CTS pueden cambiar la
especificidad de unién de CTCF al ADN. Por ejemplo, las mutaciones C por A o C por G
en un CTS en la posicidn 43 estan relacionadas con el sitio de inicio de la transcripciéon
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del gen XIST. La primera de ellas lleva a la inactivacion de XIST, y la segunda a su
activacion (Ohlsson et al., 2010).

Cada uno de los once dedos de zinc desempefia una funcidén especifica, como se ha
mencionado en el apartado anterior (Figura 2). Los dedos del 3 al 7 establecen el 80%
de los contactos especificos de secuencia, ZF 2 también es capaz de hacerlo, pero se
encuentra demasiado lejos como para formar enlaces especificos. Por su parte, los dedos
2, 8 y 9 son capaces de estabilizar dichas uniones, aunque cabe resaltar que ZF 8 es capaz
de hacerlo por si solo (Nishana et al., 2020). Existe cierta controversia sobre la unién de
los ZF 10 y 11 al ADN, aunque si que se sabe que se pueden unir al ARN junto con ZF 1
(Hashimoto et al., 2017). Las secuencias de ADN que flanquean la secuencia central
pueden modular la unién de CTCF, cambiando su afinidad, tanto incrementandola
(upstream) como disminuyéndola (downstream). La secuencia conservada upstream se
une a ZF 9-11 y la secuencia downstream a ZF 1y 2 (Hashimoto et al., 2017).

Existe un mecanismo capaz de mediar la interaccidn entre regiones distantes del ADN, a
través de la dimerizacién de CTCF. Consiste en la interaccion de una molécula de CTCF
con otra mediante los dedos de zinc y el dominio C-terminal, aunque no se descarta que
intervenga también el dominio N-terminal. La superficie para la dimerizacién va variando
en funcién del CTS (Ohlsson et al., 2010).

Debido a la similitud en sus regiones de unién al ADN, CTCFL (BORIS) tiene la capacidad
de unirse y competir con CTCF en algunos sus sitios de union (Debaugny & Skok, 2020).
Los dedos de zinc de CTCFL tienen un 74,1% de homologia con los de CTCF; sin embargo,
difieren mucho en los otros dos dominios (N-terminal y C-terminal), ya que solo
comparten un 15% de las secuencias, otorgandoles esto funciones Unicas y diferentes
(Bailey et al., 2021).

El ARN es capaz de regular la unién de CTCF al ADN tanto de forma directa como
indirecta. Por un lado, es capaz de estabilizar la unién del ADN y la cromatina, y por otro
puede competir con el ADN y bloquear dicha unién (Sun et al., 2022).

6. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES

Las modificaciones postraduccionales de las proteinas se definen como aquellos cambios
funcionales y estructurales que ocurren después de su sintesis por los ribosomas. El
objetivo de estos cambios es, por un lado, permitir que algunas proteinas ejerzan sus
funciones, y por otro regular su actividad bioldgica (Lee et al., 2023).

En el caso de CTCF, fundamentalmente son tres (Figura 3): poli(ADP-ribosil)acién
(PARilacién), SUMOilacién y fosforilacion.
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Figura 3: Modificaciones postraduccionales de CTCF (A) CTCF sufre tres modificaciones:
PARilacidn, fosforilacion y SUMOilacion. (B) Sitios de las modificaciones postraduccionales y su
papel regulador de la funcidon de CTCF (Sun et al., 2022).

PARilacion. La poli (ADP-ribosil)acién estd mediada por la poli(ADP-ribosa) polimerasa
(PARP), y esta directamente implicada en la regulacidn de la funcion de CTCF. El dominio
mas frecuentemente afectado por esta modificacion es el dominio N-terminal,
formandose un complejo CTCF/PARP1 que modifica de forma reversible dicha
modificacion para poder regular la funcidon de CTCF (Yu et al., 2004).

Tras la PARilacién, se forma la isoforma CTCF PARilada (180 kDa), que sobre todo se
encuentra en el nucleolo, y la PARilacién de CTCF reprime la transcripcién nucleolar, tal
como describié nuestro grupo (Torrano et al., 2006). Ademads, la PARilacién de CTCF
afecta a la union de este a la cromatina, relacionandose su disminucion con procesos de
proliferacion celular y tumorigénesis (Sun et al., 2022).

SUMOilacién. CTCF puede ser modificado por unién de pequenas proteinas similares a
la ubiquitina, que se denominan SUMO. Se incluyen en tres grupos, SUMO 1,2y 3, y se
sabe que todas ellas pueden modificar a CTCF (MacPherson et al.,, 2009). La via
bioquimica para la modificacion de proteinas por las proteinas SUMO es mecanicamente
similar, pero con funciones distintas a la de la ubiquitina. A diferencia de Ia
poliubiquitina, la modificacién SUMO de una proteina no la lleva a la degradacion, sino
gue desempeiia papeles clave en la regulacién transcripcional, estructura de la
cromatina y reparacion del ADN. Actualmente se conocen dos sitios fundamentales de
SUMOilacién, ubicados en los dominios N y C terminales. Especialmente, se identificé un
dominio de 107 aminodcidos en la regidon N-terminal de CTCF que activa la transcripcion,
y la SUMOilacién completa de este dominio suprime la actividad transcripcional de CTCF
y previene la apertura de la cromatina (Sun et al., 2022). Se sabe que la SUMOilacién es
funcionalmente importante para la accion represiva de CTCF en el Promotor P2 de c-
MYC (Sun et al., 2022).
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Fosforilacion. Por ultimo, la fosforilacidn es una de las modificaciones clasicamente mas
estudiadas. La fosforilacion de CTCF es dinamica durante el desarrollo y diferenciaciéon
celular (Delgado et al., 1999; Klenova et al., 2001). En este caso, es el dominio C-terminal
el que sufre mayoritariamente la fosforilacion, sobre todo mediada por la caseina
quinasa 2 (CK2). CK2 es capaz de convertir la funcién inhibidora de CTCF en una funcién
activadora. Ademas, los residuos de aminoacidos Thr289, Thr317, Thr346, Thr374,
Serd402, Ser461y Thr518 de CTCF se fosforilan durante la mitosis para regular su actividad
de unién al ADN (Sun et al., 2022).

Existen otras proteinas capaces de fosforilar a CTCF. Por ejemplo, la mediada por la
proteina poloquinasa 1 (PLK1) en la serina 224 (Ser224-P) de CTCF se produce en la fase
G2/M del ciclo celular (Tyler et al., 2019). CTCF también es un sustrato para la quinasa
LATS, vy la fosforilacién de CTCF inhibe su actividad de unién al ADN. Por lo tanto, las
sefiales externas pueden modular la estructura del genoma 3D mediante la fosforilaciéon
de CTCF (Tyler et al., 2019).

7. INTERACCION DE CTCF CON OTRAS PROTEINAS

CTCF es capaz de reconocer e interactuar con gran cantidad y variedad de proteinas,
denominadas partners (Ziatanova & Caiafa, 2009). Algunas de ellas se unen a CTCF
mediante secuencias especificas, pero otras no lo hacen en ningin dominio en
particular. Dichas proteinas pueden dividirse en varios grupos segun su funciéon (Figura
4) (Arzate-Mejia et al., 2018).

e Proteinas de unién a ADN: incluyendo factores de transcripcion y cofactores.
Algunos de ellos son: YB-1, YY1, Kaiso, RFX5, CIITA, SMAD3, OCT1y 4, TAF3 y UBF.

e Proteinas arquitectdnicas: ADN topoisomerasa Il y cohesina, principalmente.

e Modificadores epigenéticos y modeladores de la cromatina: SIN3A, NURF, CDHS,
BRD2, Suz12, Wdr5, DNMT1 y H2A.Z, entre otros.

e Proteinas de transcripcidn basal: ARN polimerasa |, TFll-I y TAF 3.

e Otras que no pueden clasificarse en ninguno de los grupos anteriores: PARP1,
CENP-E, LDB1 y NPM1, entre otros.
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Figura 4: CTCF interactua con gran variedad de proteinas. (A) Dominios estructurales de CTCF.
(B) Algunas se unen a dominios especificos en CTCF. Multitud de ellas interactdan con el dominio
de dedos de zinc. Solo ARNPII, cohesina, Kaiso y TFII-1 con el dominio C-terminal. Muy pocas lo
hacen con el dominio N-terminal (Arzate-Mejia et al., 2018).

A continuacidn, se describen brevemente algunos de los partners que han demostrado
ser esenciales para la funcién de CTCF o que estan implicados en su papel en cancer.

7.1. Proteinas de union a ADN

7.1.1. YY1

YY1 desempefia un importante papel en la inactivacidon del cromosoma X (Ziatanova &
Caiafa, 2009). Ademas, la sobreexpresion y activacion de YY1 estan relacionadas con la
pérdida del control de la proliferacién celular, produciendo diversos efectos sobre p53
y PARP1 (Sun et al., 2022).

7.1.2. UBF

UBF es un factor de transcripcidn esencial para la sintesis del ARNr por la ARN pol | y fue
identificado por nuestro grupo como el primer partner descrito capaz de interaccionar
tanto con CTCF como con BORIS (Van De Nobelen et al., 2010).

7.1.3. SMAD3 y SMAD4

SMAD es una familia de proteinas transductoras de sefiales intracelulares. SMAD3
participa en la via de sefalizacion del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B)
y transmite sefiales desde la superficie celular al nucleo, regulando la actividad genética
y la proliferacion celular (Xu et al., 2016). Esta proteina forma un complejo con otras
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proteinas SMAD, como SMAD4 y se unen al ADN, funcionando como factor de
transcripcidon y supresor de tumores. La desregulacion de la seializacién de SMAD3 y
SMAD4 se ha implicado en cancer (Jeon et al., 2023).

7.1.4. OCT-4y OCT-1

Respecto a OCT4, es una proteina cuyo papel principal, junto a otros factores, es
mantener la pluripotencialidad de las células madre embrionarias. La interaccion de
OCT4 y CTCF es conocida por su papel en la promocién de la autorrenovaciéon y la
inhibicién de la diferenciacion (Patel & Parchem, 2022).

7.1.5. MAZ

MAZ es un factor de transcripcion que puede actuar como activador o represor
transcripcional. MAZ forma un complejo con c-MYC y se ha observado una expresion
aberrante de MAZ en varios tipos de cancer (Deen et al., 2021). Ademas, MAZ participa
en la regulacion de procesos celulares incluida la progresion del ciclo celular, la
apoptosis y la diferenciacién. MAZ comparte funciones con CTCF, como son la actividad
de aislamiento y la interaccién con la subunidad Rad21 de la cohesina (Sun et al., 2022).
Ademas, MAZ estabiliza la unién de CTCF a sus sitios de union (Xiao et al., 2021).

7.2. Proteinas arquitectdnicas

7.2.1. Cohesina

La cohesina es un complejo de proteinas que desempefia un papel fundamental en el
ciclo celular, al mantener en contacto a las dos cromatidas hermanas desde la fase S
hasta que se separan en la anafase de la mitosis. Ademas, también participa en
la recombinacion homdéloga y la formacion de bucles de ADN, e interviene en su
reparacion (Li et al., 2020).

El complejo estd compuesto por 4 subunidades: SMC1, SMC3, Sccl y Scc3 (SAly SA2 en
humanos). SMC1 y SMC3 son miembros de la familia de proteinas de mantenimiento
estructural de los cromosomas (SMC), mientras que se cree que Sccl y Scc3 (subunidad
del complejo de cohesina 1y 3) participan en la formacién de una estructura de anillo
alrededor de las dos cromatidas (Ishiguro, 2019). En los mamiferos, se requieren otras
dos proteinas que no pertenecen al grupo SMC, Scc2 y Scc4, para cargar el complejo de
cohesina en el ADN (Hirano, 2005).

El componente que interactia directamente con CTCF es el SA1. Los sitios de unién
CTCF/cohesina estan definidos y compuestos por 4 médulos (1-4). Cada dedo de zinc
de CTCF reconoce un médulo concreto: ZF3, 4-7 y 9-11 reconocen los médulos 4, 3-2
y el 1, respectivamente, y el ZF8 se adapta a distancias variables entre los médulos 1
y 2 (Li et al., 2020).

Aproximadamente el 70% de los sitios de union a CTCF y cohesina son compartidos por
ambas proteinas. A pesar de esto, hay ciertos sitios ocupados exclusivamente por CTCF
o exclusivamente por la cohesina (Parelho et al., 2008).
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7.2.2. TOP2A

La topoisomerasa Il (TOP2) es una enzima que afecta la estructura topoldgica del ADN al
interactuar con el ADN de doble hélice, desempeiiando asi un papel importante en la
replicacién, transcripcidon, recombinacién, condensacion y segregacion del ADN. TOP2A
se encuentra sobreexpresada en células en proliferacién y en numerosos tumores
humanos, incluidos los canceres de colon, gastricos y de mama, linfomas, etc. Ademas,
su localizacién es prevalente en los sitios de unién de CTCF/cohesina que flanquean a los
TAD. Las topoisomerasas tipo Il son diana de algunos fdrmacos quimioterapicos como las
antraciclinas (doxorrubicina y epirrubicina) (Delgado et al., 2019).

7.3. Modificadores epigenéticos

La epigenética es el campo de estudio que se encarga de los cambios en la estructura de
la cromatina que no producen alteraciones en la secuencia del ADN subyacente. Los
cambios epigenéticos pueden ayudar a determinar si los genes estdn activados o
desactivados y, por tanto, influyen en la produccion de proteinas de las células (Klemm
et al., 2019). La estructura y empaquetamiento de la cromatina es un proceso altamente
regulado, crucial para el control de la expresion génica. Los reguladores epigenéticos
incluyen proteinas que modulan las modificaciones postraduccionales de las histonas, la
metilacion del ADN y la remodelacién de la cromatina. Algunos de los mecanismos
epigenéticos incluyen modificaciones de las histonas como: metilacidn de la histona H3
en la lisina 4 (H3K4me), marcador de regiones promotoras activas; trimetilacién de la
histona H3 en la lisina 27 (H3K27me3), una marca represiva de elementos
potenciadores; o acetilacion de la histona H3 en lisina, asociada con genes
transcripcionalmente activos.

En lo que respecta a CTCF, varios de sus partners pertenecen a dicho grupo de proteinas
(Sun et al., 2022). Entre ellos se encuentran:

7.3.1. H2A.Z

Ademas de las clasicas histonas, se han encontrado otras variantes, como H2A.X, H2A.Z,
y otras (Cutter & Hayes, 2015). H2A.Z es una variante de histona que influye en la
accesibilidad y la estructura de la cromatina, afectando asi a la unién de los factores de
transcripcién y la actividad de la maquinaria transcripcional (Giaimo et al., 2019). La
coexistencia de sitios de unién de CTCF y H2A.Z en ciertos loci gendmicos puede indicar
un papel conjunto en el mantenimiento de la arquitectura de la cromatina (Wen et al.,
2020).

7.3.2. SUz12

SUZ12 es un componente del complejo represivo 2 de Polycomb (PRC2), que desempefia
un papel en el silenciamiento de genes durante el desarrollo y la diferenciacion. Las
mutaciones o desregulacion de SUZ12 se han implicado en diversos cdanceres,
especialmente en los tumores del estroma endometrial (Hrzenjak, 2016).

15



7.3.3. WDR5

WDRS5 forma parte de los complejos COMPASS y MLL, complejos con actividad histona
metiltransferasa, que producen modificaciones en las histonas asociadas a la activacién
transcripcional y que estan alterados en algunas neoplasias hematoldgicas. Su funcion
incluye la remodelacién de la cromatina y la regulaciéon de la expresién genética. El
adecuado funcionamiento de WDRS5 es fundamental para el desarrollo embrionario, la
diferenciacién celular y el mantenimiento de la pluripotencialidad de las células madre
(Sun et al., 2022).

7.4. Proteinas de transcripcién basal y otras

7.4.1. ARN polimerasa

Como representante de este grupo encontramos la ARN polimerasa Il, que interactua
con CTCF regulando la transcripcion. Pero no es el Unico, también interactua con varios
factores de transcripcion para regular la estructura tridimensional del genoma, que es
esencial para la autorrenovacién y diferenciacion de las células madre embrionarias (Sun
et al., 2022).

7.4.2. PARP1

La enzima central para la produccidon de PAR en las células y el objetivo principal de la
poli(ADP-ribosil)aciéon durante el dafio del ADN es la poli(ADP-ribosa) polimerasa 1
(PARP1). Las alteraciones de PARP1 estan asociadas con la resistencia al inhibidor de
PARP1, que regula la funcion de las células Treg y la expresion de PDL1 en las células
tumorales; y la sobreexpresién de PARP1 se asocia significativamente con un
comportamiento agresivo y resistencia a la quimioterapia en varios tumores (Zhang et
al., 2021).

7.4.3. NPM1

La nucleofosmina 1 (NPM1 ) es una proteina que desempefia un papel en varios procesos
celulares, incluido el ensamblaje de ribosomas, la duplicacién de centrosomas vy la
regulacién de la proteina supresora de tumores p53. NPM1 se encuentra principalmente
en el nucleolo, pero se desplaza entre el nucleolo y el nucleoplasma. Las mutaciones de
NPM1 representan la lesion genética mas comun en la leucemia mieloide aguda (LMA)
en adultos. Debido a sus caracteristicas Unicas, la AML con mutacion en NPM1 se
reconoce como una entidad distinta en la clasificacion de neoplasias hematopoyéticas
de la OMS (Falini et al., 2020).

Finalmente, hemos utilizado la base de datos CanProVar (ver Métodos) para analizar las

proteinas que interaccionan con CTCF y que estdn relacionados con su papel en el
cancer. En la tabla 1 se recogen los resultados obtenidos.
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Tabla 1: Partners de CTCF en cancer analizados con CanProVar. En |a tabla extraida de CanProVar
se muestran aquellas proteinas que interaccionan con CTCF en algln tipo de cancer. Las mas
representativas han sido descritas en el apartado partners y se mencionaran en los tumores
correspondientes.

NO. ProteinA ProteinB
1 CTCF KPNA2
2 RAD21 CTCF
3 CTCF KPNAT
4 LMNA CTCF
5 CTCF HIST2H2AA4
6 PARP1 CTCF
7 CTCF CHD8
8 YY1 CTCF
9 CTCF SMAD3
10 CTCF SMAD4
1 CTCF suz12
12 CTCF HIST2H2AC
13 HMGB1 CTCF
14 CTCF SMC1A
15 CTCF SUMO2
16 NPM1 CTCF
17 KPNA4 CTCF
18 RXRA CTCF
19 POUSF1 CTCF

20 TGFE1 CTCF

21 UBC CTCF

22 CTCF CHD7

23 TOP2A CTCF

24 TAF1 CTCF

25 CTCF SIN3A

26 CTCF YBX1

27 CTCF HSPBY

28 POLR2A CTCF

29 H2AFZ CTCF

8. FUNCIONES MOLECULARES DE CTCF

Originalmente CTCF se describié como un clasico factor de transcripcidn, inicialmente
Unicamente como represor, y después también como activador. Posteriormente se supo
gue CTCF no solo es un regulador transcripcional, sino que desempefia un papel muy
importante en diversas funciones (Figura 5). Se le ha considerado una proteina
arquitecténica por mediar el mantenimiento de los TAD (dominios topolégicamente
asociados), definiendo los limites entre la eucromatina y la heterocromatina
(Kentepozidou et al., 2020). Por otro lado, regula el anclaje del ADN principalmente a la
[dmina nuclear, pero también a otras estructuras celulares (Del Moral-Morales et al.,
2023), y funciona como una proteina de andamio para factores de transcripcién y
epigenéticos (Klemm et al.,, 2019). Ademas, actia como un aislante controlando las
interacciones entre potenciadores y promotores (Del Moral-Morales et al., 2023).

Recientemente se ha demostrado que estd también involucrado en otros procesos como

son la interaccion con el ARN y la unidn a la ARN polimerasa Il (Del Moral-Morales et al.,
2023).
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Figura 5: Descripcion general de las funciones de CTCF: A) Regulador transcripcional, B) Proteina
de unidn a Insulators, C) Definiciéon de limites de la cromatina, D) Formacion de bucles de
cromatina, E) Unién al ARN, F) Splicing alternativo, G) Unidn a ARN polimerasa Il, H) Anclaje del
ADN. Modificado de (Del Moral-Morales et al., 2023).

8.1. Regulador transcripcional

Originalmente CTCF se describi6 como un factor de transcripcién (Figura 5A) que
reprimia al gen c-myc en los fibroblastos embrionarios del pollo (Klenova et al., 1993);
esta funcidn también represora se describid para el gen de la lisozima del pollo
(Baniahmad et al., 1990), y para el gen C-MYC en humanos y ratones (Filippova et al.,
1996).

Hasta entonces, todos los estudios apuntaban a que era un represor transcripcional. Sin
embargo, en las células Hela se encontrd por primera vez que CTCF se une upstream del
sitio de iniciacidn de la transcripcidn del gen precursor de la proteina beta amiloide, esta
vez actuando como activador transcripcional (Vostrov & Quitschke, 1997).

Ademas, CTCF regula varios genes implicados en la progresion del ciclo celular, como el
gen RB (De La Rosa-Veldzquez et al., 2007), p14ARF, PIM1 humano y de ratdn, y la
poloquinasa 1, entre otros (Ohlsson et al., 2010).

8.2. Proteina de unidn a insulators

Los insulators o aislantes de cromatina son secuencias de ADN especificas que
desempeiian un importante papel en la regulacién de la expresién génica, ya que actlan
como barreras fisicas y funcionales para bloquear o limitar la propagacién de sefiales
reguladoras a lo largo de la cromatina, previniendo asi interacciones génicas
inapropiadas (Figura 5B) (Klemm et al., 2019). Los aislantes pueden clasificarse en dos
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grupos segun su funcién principal. El primero es el de los blogqueadores de los
potenciadores o enhancers, para ello se situan entre el potenciador y el promotor o
silenciador, para bloquear asi su interaccién y con ello la transcripcién. El segundo es
ejerciendo como barrera, para evitar la propagacion de la heterocromatina hacia los
dominios activos (Klemm et al., 2019; Ohlsson et al., 2010).

El papel de CTCF como proteina de union a secuencias insulators se describié por
primera vez para el elemento HS4 del pollo en el limite 5’ del locus de la globina beta
(Bell et al., 1999). Posteriormente, también se identificaron sitios de union a CTCF en
H19 (ICR), donde actiia como un aislante que resulta en el silenciamiento de la expresion
de IGF2 del alelo materno, lo cual vinculé también a CTCF con el mecanismo de la
impronta genémica (Kanduri et al., 2000).

Respecto a su funcién como barrera de la cromatina, esta consiste en regular el
equilibrio entre las marcas de histonas activas y represivas (Figura 5C). La cromatina
menos condensada o abierta se denomina eucromatina y se caracteriza por contener
genes transcripcionalmente activos. Por otro lado, la cromatina mas condensada o
compacta es inaccesible para la transcripcidon y se conoce como heterocromatina. Los
limites entre la eucromatina y la heterocromatina estan marcados por histonas. Como
ejemplo, la histona H3 trimetilada en la lisina 27 (H3K27me3) marca el limite de la
cromatina inactiva (heterocromatina), y la histona H2A acetilada en la lisina 5 (H2AK5ac)
marca el limite en la cromatina activa (eucromatina). Una porcidn de los sitios de unién
a CTCF coincide con estos limites (Cuddapah et al., 2009).

8.3. Regulador epigenético

La epigenética desempefia un papel muy importante en el desarrollo normal y en
algunas enfermedades, incluido el cancer. El papel de CTCF como regulador epigenético
se caracterizd por primera vez por su capacidad para compensar el silenciamiento
genético en el promotor del gen RB humano. También para proteger al gen promotor de
TP53 contra marcas represivas de histonas (De La Rosa-Veldzquez et al., 2007).

La unién de CTCF puede prevenir la propagacion de la metilacion del dinucledtido CpG
(citosina-fosfato-guanina) y proteger a los promotores del silenciamiento,
manteniéndolos libres de la metilacién del ADN en un tejido especifico. Ademas, las
secuencias consenso de union del CTCF al ADN contienen CpG susceptibles a la
metilaciéon del ADN y la metilacién de CpG previene la unidon de CTCF, que se une
preferentemente a secuencias no metiladas (De La Rosa-Velazquez et al., 2007).

CTCF regula genes implicados en el cancer como MYC, TP53, p16 o RB mediante
mecanismos epigenéticos. Por ejemplo, la unién de CTCF en el locus MYC humano es
necesaria para la proteccion contra la metilacién del ADN, lo que conduciria a una
pérdida progresiva de la actividad transcripcional (Gombert & Krumm, 2009). Nuestro
grupo ha demostrado que CTCF se une y regula epigenéticamente al gen BCL6,
fuertemente implicado en linfomas agresivos de células B (Batlle-Lépez et al., 2015) y
CTCF puede jugar un papel en el tratamiento epigenético de estos linfomas (Cortiguera
et al., 2019).
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La conclusidon que obtenemos es que la relacién entre CTCF y cromatina esta regulada
de forma compleja a través de una variedad de mecanismos moleculares, como son la
sensibilidad de los CTS a los cambios en la metilacién del ADN (Monteagudo-Sanchez et
al., 2024), el posicionamiento de nucleosomas, la transcripcion de ARN no codificante, y
la regulacién del equilibrio entre marcas de cromatina activas y represivas.

8.4. Organizacion tridimensional de la cromatina

El ADN es capaz de lograr una enorme condensacién gracias a sus diferentes niveles
estructurales de compactacion. Durante la interfase, los cromosomas descondensados
ocupan ciertas regiones especificas dentro del nucleo, Ilamados territorios
cromosdémicos (Figura 6), pequefias porciones de cromatina que tienden a interaccionar
preferentemente entre si. De este modo, la posicidon de los genes en el nucleo y su
relaciéon con otros genes y estructuras es capaz de modular la funcién genética. El
genoma puede segregarse espacialmente en distintas regiones transcripcionalmente
activas (tipo A) o inactivas (tipo B) denominados compartimentos (Gilbert & Allan, 2019).

A su vez, cada compartimento estd formado por autoasociaciones de segmentos
cromosémicos denominados TADs (dominios topolégicamente asociados) (Figura 6),
regiones gendmicas que interactian consigo mismas. Por lo tanto, las secuencias de ADN
dentro de un TAD interactdan entre si con mads frecuencia que con secuencias de fuera
del TAD (Dixon et al., 2012).
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Figura 6: Organizacidon tridimensional del genoma. Los cromosomas se organizan en
compartimentos seguidos de dominios topoldgicamente asociados (TAD) y bucles. CTCF y
cohesina participan en la formacién de bucles de cromatina y el 30% de los bucles rednen
promotores y potenciadores (Wang et al., 2019).

Los sitios de unidon de CTCF no sélo se identificaron dentro de los TAD, mediando las
llamadas interacciones intraTAD de corto alcance, sino también en sus fronteras (Figura
5D). Los limites de estos dominios estan altamente enriquecidos en CTCF vy sitios de
unién a cohesina (Chen & Lei, 2019). En la Figura 7 se esquematiza el mecanismo de
formacién del bucle de cromatina por los complejos CTCF/cohesina. Cuando se silencia
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CTCEF, se interrumpe el aislamiento entre TADs vecinos. Y cuando se estan formando los
bucles, el silenciamiento de CTCF afecta al bucle comprendido entre sus sitios de unidn
(Zuin et al., 2014).

Sin embargo, el bucle de cromatina requiere, no sélo la unién de CTCF a la cohesina, sino
también a ARN no codificantes (ncRNA), que estan implicados en la curvatura de los
bordes del dominio y en la formacidon de grandes regiones de cromatina represiva o
activa (Yamamoto & Saitoh, 2019).
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Figura 7: Mecanismo de formacion del bucle de cromatina. Los TADs contienen un nimero
variable de bucles generados mediante extrusion de bucles por complejos CTCF/cohesina. La
formacidn de bucles de cromatina facilita las interacciones entre los elementos promotores y
potenciadores (Pongubala & Murre, 2021).

8.5. Unidn al ARN

Ademas de poder unirse al ADN, CTCF también tiene la capacidad de hacerlo con el ARN
(Figura 5E), teniendo incluso una mayor afinidad con este ultimo. Los principales
dominios de unién al ADN son los dedos del 3 al 7, mientras que los de unién al ARN son
ell,el10yel 11.

Algunos ARN no codificantes de cadena larga (IncRNAs) interactian con CTCF y modulan
su unidn a la cromatina, lo cual podria afectar a la formacién de bucles de cromatina y
por consiguiente a los patrones de expresidn genética (Gabriele et al., 2022). Estos
IncRNAs son capaces de actuar como guias a través de un nuevo motivo de unién a ARN
(AGAUNGGA), para dirigir a CTCF hacia loci especificos de unién a lo largo del genoma
(Kuang & Wang, 2020).

Ademads, CTCF participa en el procesamiento del ARN, concretamente en el proceso de
splicing alternativo (Figura 5F) (Sun et al., 2022). Otras de sus funciones son el
reclutamiento de la ARN polimerasa Il para regular la transcripcién (Figura 5G), y regular
el anclaje del ADN a ciertas estructuras celulares como la ldmina nuclear (Figura 5H).
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9. DESREGULACION DE CTCF EN CANCER

Numerosos estudios sefialan la importante funcidn de CTCF en la regulacidn de procesos
tales como la proliferacidn celular, diferenciacion y apoptosis. La desregulacién de estos
procesos celulares constituye algunos de los mas cruciales Hallmarks del cancer,
descritos por Hanahan y Weinberg (Hanahan, 2022; Hanahan & Weinberg, 2011). Los
niveles de CTCF tienen un gran impacto en las funciones celulares de forma contexto-
dependiente. Por ejemplo, su sobreexpresidn en algunos modelos resulta en
disminucion de la proliferacién e induccién de la diferenciacion celular (Torrano et al.,
2005), mientras que en otros casos puede causar apoptosis. Ademas, tal y como se ha
descrito en los apartados anteriores, CTCF desempefia un papel clave en la regulaciéon
genética mediante diversos mecanismos moleculares. Por ello, una disfuncion en su
actividad puede desencadenar una expresidon incorrecta de oncogenes y genes
supresores de tumores.

La primera vez que se estudiaron las mutaciones de CTCF fue en los tumores de mamay
prostata (Filippova et al, 1998). El gen CTCF mapea en el locus 16922.1, regidén que esta
deleccionada en algunos tumores humanos como mama, préstata, ovario y otros (Figura
8), lo que sugirid originalmente su papel como gen supresor de tumores (Klenova et al.,
2002).

133
13.2

133

P
1.2
1.1
1.1 /\\ GNAO1
e / KIFC3
:g.z E2F4
q /"QT‘CF, LOH
22 "1 NFATC3
- CDH1
PLCG2
24 CDH13 2reast
] Mot YOStSte
16 Ovarian
Gastric
Liver
Endometrial
Glioma

Wilms tumors

Figura 8: CTCF mapea en el cromosoma 16922, en una region asociada al cancer donde se
produce frecuentemente pérdida de heterocigosidad (LOH). Modificada de (Klenova et al.,
2002).

Posteriormente, la desregulacién de CTCF en el cancer se ha relacionado con mutaciones
de todo tipo, con frecuencia variable en varios tipos de tumores (Dehingia et al., 2022).

Nuestro estudio de las alteraciones gendmicas de CTCF utilizando la plataforma
cBioportal donde se analizan 10967 muestras agrupadas en 32 estudios extraidos de
TGCA (The Cancer Genome Atlas), indica que las alteraciones mas frecuentes fueron
variaciones estructurales, delecciones profundas, amplificaciones génicas, mutaciones
truncantes y mutaciones missense (Anexo 2 Figura A2).
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Para describir las alteraciones de CTCF en céancer, las clasificaremos en tres categorias
(Figura 9): i) variaciones en los niveles de CTCF, ii) alteraciones en su estructura, v iii)
modificaciones en la unién de CTCF al genoma (Segueni & Noordermeer, 2022).
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Figura 9: Esquema de la desregulacion de CTCF en cancer. Se muestran los distintos tipos de
alteraciones de CTCF y los principales tumores donde se han descrito dichas alteraciones
(esquema elaborado a partir de las citas bibliograficas indicadas mas adelante).

9.1. Variaciones en los niveles de CTCF

Los niveles adecuados de CTCF son esenciales para la funcién celular normal, y su
alteracion estd relacionada con muchas enfermedades, desde trastornos del desarrollo
hasta diversos tipos de cancer. CTCF se encuentra suprimido en varias neoplasias, y tal
como se ha indicado, se considera un gen supresor de tumores (Filippova et al., 1998)
(Fiorentino & Giordano, 2012).

Dependiendo del tipo de cancer y de las transformaciones gendmicas asociadas, tanto
la disminucion como el aumento de la dosis de CTCF pueden estar vinculados con la
proliferacion celular descontrolada caracteristica de los tumores (Bailey et al., 2021). Sin
embargo, en las células normales especialmente durante el desarrollo, CTCF es esencial
para la proliferacién y supervivencia. Por ello, la proliferacién celular andmala en el
cancer requiere ademas otras transformaciones (Segueni & Noordermeer, 2022).

En la mayoria de los casos, lo que ocurre es la eliminacién de un alelo de CTCF, como
ocurre en el cancer de cabeza y cuello, Utero, endometrio, etc. Por ejemplo, en el caso
de cancer de endometrio, la haploinsuficiencia de CTCF da como resultado la regulacién
negativa de los genes supresores de tumores y la regulacion positiva de los genes
sensibles a los estrogenos (Marshal et al., 2017). Por tanto, una reduccién de los niveles
de CTCF puede favorecer aun mas la capacidad de proliferacién y la transformacién
celular neoplasica. Ademas, la haploinsuficiencia de CTCF en los tumores de endometrio

23



y mama exhiben un patrén diferente de metilacion del ADN, lo que puede estar asociado
con diferentes resultados clinicos y distintas oportunidades terapéuticas (Kemp et al.,
2014).

No obstante, también esta descrita una regulacién positiva de CTCF en algunos cadnceres,
como ocurre en el carcinoma hepatocelular. En este se observa un aumento en la dosis
de CTCF, correlacionada ademas con un peor prondstico (Segueni & Noordermeer,
2022). Por su parte, en el cancer de mama se sugiere que la sobreexpresion de CTCF
confiere una ventaja proliferativa que protege a las células cancerosas de la apoptosis.
Ademas, también en este mismo tumor, cambios en la cantidad de CTCF se han
relacionado con la transicidn epitelio-mesénquima reversible, donde la regulacién
positiva de CTCF favorece el fenotipo mesenquimal, mientras que su regulacién negativa
favorece el epitelial (Johnson et al., 2022).

Los resultados utilizando la base de datos GEPIA, que analiza la expresién diferencial de
CTCF en muestras tumorales vs normales, indican que en algunos casos no hay cambios
significativos en la expresién, mientras que en otros aparece una mucha mayor
expresion de CTCF en las muestras tumorales que en las normales (ver Anexo 3, Figura
A7).

9.2. Alteraciones en la estructura de CTCF

Ademas de las mutaciones que eliminan por completo la funcidon de CTCF (mutaciones
nulas), existen otras mutaciones que pueden provocar cambios en su funcionalidad, las
mutaciones missense. Se han identificado mutaciones missense recurrentes en varios
canceres, y que afectan sobre todo a los dedos de zinc de CTCF (Figura 10). Estas
mutaciones pueden clasificarse en dos categorias: aquellas que afectan la estructura de
un ZF, y aquellas que afectan a la unién a motivos especificos de ADN (Segueni &
Noordermeer, 2022).

En primer lugar, se han descrito mutaciones de los ZF en varios canceres, como el cancer
de endometrio (ZF 4-5 regién espaciadora R377C), cancer de préstata (mutacion ZF3
H345R), tumor de Wilms (ZF3 R339W y mutaciones ZF7 R448Q) y cancer de mama
(mutacién ZF3 K344E) (Oh et al.,, 2017). El residuo R377 es un punto critico de
mutaciones cancerosas que pueden afectar a la unién de CTCF al ADN, especialmente en
cancer de Utero, melanoma y gastrointestinales (Dehingia et al., 2022). Ademas, en la
leucemia relacionada con el sindrome de Down se han visto deleciones o mutaciones
heterocigotas de CTCF (Yoshida et al., 2013). En el caso del carcinoma de endometrio,
ciertas mutaciones puntuales en los ZF que conducen a una ganancia de funcién pueden
mejorar la supervivencia celular al bloquear la apoptosis (Dehingia et al., 2022).

La caracterizacion extensa de dichas mutaciones indica que la unién al ADN se ve
directamente afectada, particularmente en los ZF responsables de la unién de consenso
central, ZF 3—7 (Marshall et al., 2014).
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Figura 10: Los dedos de zinc de CTCF estan frecuentemente mutados en cancer. a) Motivos de
consenso de union al ADN de CTCF: D (downstream), C (central) y U (upstream). El motivo D esta
unido por los ZF 1-2, el motivo C esta unido por los ZF 4-7 y el motivo U esta unido por los ZF 9-
11. b) Localizacién y frecuencia de mutaciones missense conocidas en CTCF en diversos canceres.
Las frecuencias de mutacion sin sentido dentro de los extremos N y C se muestran en la figura
como “numero de mutaciones/nimero de aminoacidos”. Los aminoacidos en circulo en negrita
se unen directamente al ADN. Modificado de (Marshall et al., 2014).

Por otro lado, pueden producirse mutaciones que generan codones de parada,
distribuidas en las tres regiones de CTCF. Las mutaciones en residuos que coordinan la
union del zinc en los ZF que entran en contacto con el ADN, llevan a la pérdida de unién
a CTCF (Debaugny & Skok, 2020).

En este caso destacamos como ejemplos los cdnceres hepatocelular, gastrico y
colorrectal. En el caso del cancer gastrico y colorrectal esto ocurre con mucha frecuencia
(25% y 19% respectivamente) y sobre todo implican cambios de base asociados con la
unién de ZF 6, 8-10 (Debaugny & Skok, 2020).

En el anexo 2 se muestran los resultados de nuestros analisis utilizando la plataforma
cBioportal. En la figura A4 se muestran la localizacién y el tipo de mutacién en la
estructura de CTCF. Dichas mutaciones no solo aparecen en el dominio central de dedos
de zinc sino también a lo largo de toda la proteina.

Aparte de las mutaciones de CTCF descritas en la literatura, nuestro analisis de cBioportal
muestra otras variantes estructurales en las que la alteracién se produce por la fusién de
CTCF con otra proteina (Figura A5).

9.3. Cambios en la unidon de CTCF al genoma

Existe ademds otro mecanismo mediante el cual se modifica la funcién de CTCF, y es
mediante la alteracidn de la union de CTCF al ADN. Esta reorganizacidn se puede producir
por cambios en la secuencia del ADN, que abarcan desde sustituciones de un par de
bases hasta reordenamientos mas complejos, que pueden modificar la estructura de un
TAD. Y también puede producirse por la desregulacién de la metilacién del ADN (Segueni
& Noordermeer, 2022).

Si nos centramos en tumores concretos, por ejemplo, la unién alterada de CTCF en el
locus 8924 conduce a un aumento de la expresidon del oncogén MYC, produciendo el
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crecimiento y las metastasis del cancer de mama. En el caso del cancer de prostata
también esta implicado en la progresion de la enfermedad. Por su parte, en el cancer
colorrectal la unién alterada de CTCF puede alterar las interacciones potenciadores-
promotores de largo alcance, lo que lleva a una desregulacion de genes relacionados con
la proliferacidn. Situaciones similares ocurren en el cancer de pancreas, glioblastoma, y
cancer de pulmoén. Este Ultimo se caracteriza por ser la primera causa de muerte por
cancer, por lo que el estudio de union aberrante de CTCF cobra especial importancia en
este caso (Bose et al., 2023).

9.3.1. Cambios en la secuencia del ADN

La unién desregulada de CTCF puede alterar la funcién cromosdémica y dar lugar a
patrones anormales de expresién genética. El desarrollo de multitud de enfermedades,
concretamente el cancer, se ve afectado por cambios en los sitios de unién a CTCF, que
promueven la inestabilidad cromosémica y la oncogénesis (Bose et al., 2023).

Se ha visto en distintos tipos de cdncer que los sitios de unién de CTCF a la cromatina
(CTS) son puntos cruciales de mutacion en tumores que exhiben inestabilidad
cromosémica. La mayoria de las veces estas mutaciones coexisten en las células
cancerigenas con otras anomalias cromosdmicas (Bose et al., 2023). Las mutaciones que
afectan a la unién de CTCF a los CTS provocan sobre todo sustituciones AT>GC en el
motivo de unién al ADN o en bases adyacentes, como ocurre en la leucemia linfoblastica
aguda de células T (LLA-T), cancer de higado y canceres gastrointestinales (Guo et al.,
2018).

Por su parte, las mutaciones en los limites de los TAD también estdn presentes en
algunos tumores. En la LLA-T, se han visto microdeleciones cercanas a oncogenes, que
eliminan los CTS de los limites de los TAD (Segueni & Noordermeer, 2022). Si no hay
unién de CTCF en los limites de los TAD, esto facilita la fusidén entre TAD contiguos que,
en condiciones normales, deberian estar separados, formandose contactos inapropiados
entre promotores y reguladores, llevando a la regulacion positiva de ciertos oncogenes
(Segueni & Noordermeer, 2022). Esto ocurre en la LLA-T, en la que la eliminacién de
aislantes unidos a CTCF conduce a una regulacidon positiva de los protooncogenes TAL1 y
LMO2 (Fang et al., 2020).

Por ultimo y en cuanto a las metastasis, esta muy implicada la citocina TGFB1, y se ha
descrito una mutacién en el CTS préximo al locus de TGFBI1, especialmente en las
metdstasis de melanoma (Dehingia et al., 2022).

9.3.2. Cambios en la metilacion del ADN

La unién de CTCF puede verse afectada también por cambios en la metilacién del ADN,
gue con frecuencia estd alterada en el cancer, sobre todo por hipermetilacion de los
promotores en genes supresores de tumores, lo cual disminuye la uniéon de CTCF al ADN.
Sin embargo, no siempre los CTS son sensibles a cambios en la metilacidon del ADN (Bose
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et al., 2023). Este mecanismo afecta a varios tumores, como el cancer colorrectal, de
vejiga, de ovario y a los gliomas (Oh et al., 2017).

Este mecanismo ha sido estudiado sobre todo en tumores del estroma gastrointestinal
(GIST) y en gliomas. Esta hipermetilacion reduce la unién de CTCF a sus CTS. De la misma
forma que las alteraciones en los CTS, los cambios en la metilacién del ADN también
pueden producir fusiones inapropiadas de TAD, activando diversos oncogenes. En el caso
de los gliomas, las mutaciones en el gen de la IDH (isocitrato deshidrogenasa) inducen
fenotipos metiladores de islas CpG, y esto lleva a la regulacién positiva del oncogén
PDGFRA (Flavahan et al., 2016; Monteagudo-Sanchez et al., 2024). Se ha comprobado
en los tumores GIST que la hipermetilacidn de mas de 600 sitios de unién de CTCF resulto
en una pérdida de unién, lo que resultd en una regulacién positiva del oncogén FGF4
(Dehingia et al., 2022; Monteagudo-Sanchez et al., 2024). Ademas, en el locus INK4B-
ARF-INK4A (INK/ARF), compuesto por tres genes supresores de tumores, la regulacion
de la actividad génica esta regulada por un sitio de union de CTCF que es sensible a 5-
meC, y que esta hipermetilado en algunos tumores (Monteagudo-Sanchez et al., 2024).

En el caso del cancer de vejiga, las alteraciones de la metilacidn del sexto sitio de unién
a CTCF desempefian un papel importante en la regulacion de la expresion de IGF2y H19.
En (Takai et al., 2001) se describe que la hipometilacién en el alelo paterno en el cancer
de vejiga, que es bastante rara en tejido normal, podria ser mas predominante que la
metilacion en el alelo materno en este locus, pudiendo participar en la sobreexpresién
de H19 en el cancer de vejiga, especialmente en aquellos en estadio avanzado.

En conclusién, en este apartado se muestran los numerosos mecanismos moleculares
por los que CTCF se altera en cancer. Es de destacar que estas alteraciones modifican
rutas de sefalizacidon intracelular fundamentales para la proliferacién, destacando la
desregulacién del ciclo celular a través de la via de TP53, como se demuestra en el
analisis del cBioportal (anexo 2 Figura A6).

10. ALTERACIONES DE CTCF EN ALGUNOS TUMORES

Como se ha descrito en los apartados anteriores, la estructura o la funcién de CTCF
pueden alterarse por diversos mecanismos, dando lugar a distintos procesos tumorales.
A continuacién, nos hemos centrado en describir tres ejemplos de tumores donde CTCF
parece jugar un papel muy prevalente, tanto por los resultados descritos en la literatura
como por nuestros analisis de cBioportal (anexo 2 Figura A3).

10.1. Cancer de mama

El cdncer de mama constituye casi un 25% del total de cdnceres diagnosticados en
mujeres, y es el resultado de la interaccidén entre la genética y los factores ambientales.
Con bastante frecuencia CTCF esta eliminado o mutado en este tumor (Akhtar et al.,
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2020). La disfuncion de CTCF en cancer de mama se produce tanto por mutaciones, como
por la poli(ADP-ribosil)acién (PARilacion) anormal (Akhtar et al., 2020). Algunas de las
mutaciones detectadas son, por ejemplo, una mutacidn sin sentido, K344E, en el ZF3,
afectando potencialmente la capacidad de CTCF para unirse a sitios
promotores/aisladores de genes asociados con la proliferacion celular, como MYC, PLK,
PIM-1, p19ARF e Igf2/H19 (Oh et al.,, 2017). Otros cambios incluyen la transicion
240G—>AenlaUTR5'y la mutacion 1445C->T en el exdén 4 del gen CTCF (Oh et al., 2017).

La PARilacidon de CTCF también contribuye a la regulacién de la apoptosis y la inhibicién
del crecimiento celular mediante la translocacién del nucleoplasma a los nucléolos en
las células de cancer de mama (Venkatraman & Klenova, 2015). La presencia de dos
isoformas de CTCF, 130 kDa y 180 kDa, en el cancer de mama, en comparaciéon con un
CTCF de 180 kDa formado mediante PARilacidn en tejidos normales, sugiere que el CTCF
de 130 kDa podria servir como biomarcador de cancer de mama. Se ha visto que el CTCF
de 130 kDa se correlaciona negativamente con el tamaiio y el estadio del tumor, y su
aumento se asocié con una mayor proliferacién celular (Oh et al., 2017).

En cuanto a los niveles de CTCF, se ha visto que su alteracién también podria contribuir
al desarrollo de este cancer. Los niveles de CTCF estan elevados en muchos tumores de
mama (Docquier et al., 2005). La regulacién del CTCF disminuyd significativamente en
los cdnceres de mama invasivos. Los niveles de expresiéon de CTCF se correlacionaron
negativamente con la proliferacién celular, especialmente en el carcinoma lobulillar
invasivo (ILC) en comparacidn con otros tipos de cancer de mama (Oh et al., 2017).

En cuanto a las alteraciones en la metilacidon del ADN, BRCA1 es un gen que codifica una
proteina supresora de tumores llamada breast cancer type 1 susceptibility protein. La
expresion alterada o la ausencia de CTCF se ha relacionado con la inactivacidon
epigenética de BRCA1 a través de la metilacidon del promotor (Akhtar et al., 2020).

Ademads de la metilacidn, la expresion del gen CTCF podria estar sujeta a regulacidon
diferencial por hormonas sexuales femeninas, ya que se han visto niveles reducidos de
expresion de CTCF en la linea celular de cdncer de mama MCF-7 tratada con 178-
estradiol(E2). Estos resultados sugieren que la regulacién hormonal puede afectar la
expresion de CTCF en células de cancer de mama, y que la regulacién anormal de CTCF
podria contribuir al crecimiento tumoral (Oh et al., 2017).

10.2. Cancer de endometrio

En el caso del cancer de endometrio, las mutaciones de CTCF son mas prevalentes en
adenocarcinomas endometrioides, y, por su parte, la haploinsuficiencia de CTCF se
encuentra mas a menudo en carcinomas serosos. En el primero de los casos, la mayoria
de las mutaciones son inactivadoras y resultan de cambios de marco de lectura,
mutaciones missense y mutaciones en el sitio de empalme. Las localizaciones mas
frecuentes de estas mutaciones en CTCF (S345, K352, K365, G375, R377, P378, A387 y
R567) se encuentran dentro del dominio central y estdn sobre todo concentradas en ZF
4. Otras mutaciones afectan al ZF 11 (Marshal et al., 2017).
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En cambio, la mayoria de las pérdidas en el nimero de copias de CTCF se observan en
tumores del subtipo seroso, siendo menos frecuentes en los de subtipo endometrioide.
Esta pérdida de copias se asocia con un pronéstico desfavorable, resultando en una
menor supervivencia de las pacientes en comparacion con los tumores diploides de
CTCF. Ademas, la eliminacion de CTCF es mas probable en tumores de endometrio que
experimentan recaida o metdstasis en comparacidon con neoplasias malignas primarias
(Marshal et al., 2017).

Estos hallazgos indican que la pérdida genética de CTCF, posiblemente en conjunto con
la eliminacidn de otros genes en el cromosoma 164, tiene consecuencias adversas para
los pacientes (Marshal et al., 2017).

En el anexo 2 figura A3 se observa que el cancer de endometrio es el que presenta un
mayor porcentaje de alteraciones de CTCF, siendo la mayoria de ellas mutaciones, y en
menor medida deleciones y otras.

10.3. Tumores hematoldgicos

En los diferentes tipos de leucemia son muy frecuentes las alteraciones estructurales del
genoma, desde deleciones, translocaciones o variaciones en el nimero de copias. La
hematopoyesis implica la diferenciacion de las células madre hematopoyéticas
pluripotentes en diversos tipos de células sanguineas. La organizacién y modificaciones
en el genoma desempeiian un rol crucial en este proceso, determinando los patrones de
expresion génica en linajes celulares especificos (Qiu & Huang, 2020).

En la transicidn de la hematopoyesis fetal a la adulta, se fortalecen los limites de los TAD
y la compartimentacion de la cromatina, formandose bucles potenciadores/promotores
dentro de los TAD en las células madre hematopoyéticas adultas. STAG1 y STAG2 son
proteinas pertenecientes a la familia de las subunidades de cohesina que funcionan
asegurando la estabilidad de los limites TAD definidos por CTCF, y facilitando las
interacciones entre elementos reguladores dentro de estos limites (Viny et al., 2019).

CTCF presenta mutaciones en el 2% de los pacientes con leucemia mieloide aguda y en
el 12% de los pacientes con leucemia megacarioblastica aguda relacionada con el
sindrome de Down. Estas mutaciones son potenciales impulsores de la leucemia
linfoblastica aguda (LLA) de células T, con una incidencia de aproximadamente el 10% en
los pacientes (Fang et al., 2020).

Por su parte en la leucemia linfocitica crénica (LLC), en el subtipo hiperdiploide B la baja
expresion de CTCF se asocia con debilidad en los limites de los TAD, con una reduccién
en la expresion de los genes cercanos a estos limites, y una expresién mayor de HOXA9,
esencial en el desarrollo normal del sistema hematopoyético (Fang et al., 2020).

TAL1, al igual de HOXA9 es muy importante en la hematopoyesis, pero en algunas LLA,
se ha observado una sobreexpresiéon anormal de TAL1, lo que puede contribuir al
desarrollo y progresién de la enfermedad, concretamente hasta en el 60% de los
pacientes con LLA-T. El locus TAL1 tiene cuatro sitios de union de CTCF que sirven para
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separar TAL1 de sus genes vecinos, por lo que CTCF podria influir en su sobreexpresion
(Qiu & Huang, 2020).

Por su parte TOP2B es una topoisomerasa de tipo Il que interactia tanto con CTCF como
con cohesina en los limites de TAD (Uuskiila-Reimand & Wilson, 2022). La inhibicion de
TOP2B puede producir dafio y rotura en el ADN, contribuyendo también al desarrollo de
la LMA (Fang et al., 2020).

11. CTCFY BORIS COMO BIOMARCADORES

En todas las enfermedades, pero especialmente en el cancer, y sobre todo en el de
pulmodn, los biomarcadores tienen mucha importancia dado el valor de la deteccién
temprana, las terapias personalizadas y la prediccion del prondstico de la enfermedad.
El principal problema de estos es que carecen de sensibilidad, especificidad y
reproductibilidad (Bose et al., 2023). Un biomarcador es una molécula que se puede
encontrar en sangre, orina, saliva u otros fluidos o tejidos corporales, y cuya presencia
es un signo de proceso anormal, afeccion o enfermedad. Puede usarse tanto para
evaluar la presencia de una enfermedad, su progresién o su respuesta a un determinado
tratamiento. El extenso conocimiento del papel de CTCF en la regulacién epigenética ha
hecho que se esté investigando su posible utilizaciéon como biomarcador para
diagnosticar el cdncer y su implicacion prediciendo la progresion de la enfermedad (Bose
et al., 2023).

Con bastante frecuencia la expresion de BORIS (CTCFL) estd inducida en el cancer, lo que
podria llevar a pensar que su funcién es opuesta a la funcién de CTCF como supresor de
tumores. Sin embargo, también se ha visto que inhibe la proliferacién celular, por lo que
no esta del todo definida su actuacién en las células cancerigenas (Marshall et al., 2014).
Lo que si que sabemos es que en BORIS se pueden observar multiples mutaciones
inactivadoras similares a las observadas en CTCF.

Se ha descubierto la expresién de BORIS en un numero importante de mujeres con
cancer de mama. En este caso, cuando CTCF estd aumentado, protege a las células de la
apoptosis. Sin embargo, el silenciamiento de BORIS se ha relacionado con un aumento
de la apoptosis (Akhtar et al., 2020). Todo esto nos sugiere que también este podria
utilizarse como biomarcador de este tumor, e incluso en terapias como objetivo para
modular la apoptosis celular en los canceres de mama (Figura 11) (Bose et al., 2023).
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Figura 11: Representacion de las funciones de CTCF-BORIS en las células normales y en las
células cancerigenas (Bose et al., 2023). BORIS es un factor especifico de la linea germinal, pero
cuando se activa erroneamente en células somaticas causa alteraciones y cambios epigenéticos.

Cuando BORIS se expresa en células sanas, provoca la activacion de genes como MAGE-
A1y NY-ESO-1 del cancer de testiculo. Se sabe que desempefia una importante funcién
en el control de los genes del cdncer de testiculo, incrementando la expresion de los
genes MYC y BCRA1 (Bose et al., 2023). Por lo tanto, BORIS se considera un antigeno de
testiculos cancerosos, por lo que restringir su expresién podria representar un posible
tratamiento dirigido de inmunoterapia en este tumor. Independientemente de su
funcién protumoral o supresora de tumores, que en algunos canceres aun no esta del
todo definida, BORIS representa un objetivo viable para la inmunoterapia contra el
cancer (Marshall et al., 2014).

A la hora de considerar CTCF como biomarcador y posible diana terapéutica, nos
enfrentamos a varios desafios, uno de ellos es su multifuncionalidad, ya que participa en
tantos procesos que es muy dificil determinar cual es su papel exacto en los tumores.
Ademas, la unidn de CTCF puede ser especifica del tipo de célula, haciendo muy dificil Ia
generalizacién de los hallazgos (Bose et al., 2023).

Por ejemplo, en el cdncer gastrico si que se ha investigado una posible via de sefalizacidon
con posibilidad de tratamientos dirigidos. El aumento de la expresion de PD-L1 o de CTCF
en las células del cancer gastrico fomentan la quimiorresistencia, por lo que la via de
sefalizacion CTCF-PD-L1 podria ser un medio para combatirla (Bose et al., 2023). Otro
ejemplo es el carcinoma hepatocelular, uno de los mas mortales, y en el cual se ha
detectado CTCF, pero no en el tejido hepatico normal. Su principal mecanismo en este
tumor es que aumenta el crecimiento y las metastasis, al regular la expresién de la
telomerasa transcriptasa inversa (TERT) y la FOXM1 (Oreskovic et al., 2021).
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12. CONCLUSIONES

En este trabajo se ha demostrado que CTCF es una proteina indispensable para las
células, ya que desempena funciones muy variadas, entre ellas la regulaciéon de la
expresion génica y de la estructura tridimensional del genoma. Cada vez vamos
conociendo mas acerca de las alteraciones de CTCF involucradas en la carcinogénesis y
sobre los mecanismos moleculares subyacentes a su implicacion en cancer. Los hallazgos
hasta el momento subrayan la importancia de investigar y comprender en profundidad
dichos mecanismos, lo que podria llevar en el futuro al desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas dirigidas especificamente a esta proteina, asi como su uso como posible
biomarcador diagndstico, prondstico y terapéutico.
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15. ANEXOS

del gen CTCF a partir del UCSC Genome Browser.

ion

: Representac

Anexo 1

"€T0C 21qWaI2IP UOISIBA NS

Ud JOSMOJg WOoUas JSIN 9P EPIUSICO OPIS BY UOIDBWIOUI B 104U SI|BINIINIISD SOIUILIOP SO| P UQIIEZI|EIO|
e| eJ1sanw 3s ofeqaq 'S@) 22uanbas BuIpPOI SNSUISUOD) ‘DIUBIYIPOI BIDUINIDS :DPJIA 'SBUOJIUI SO| A SauoXa 7T
SO| 3P UQIdINQISIP B| OpUEIISOW B13|dWOI BIDUSNIAS :|nZY "Zzb9T BWOSOWO04I |3 Ud 471D uas |ap sndoq Ty inbi4

H edfi-2HeD
je-] s8Buy ouiz
|4 186Uy ou1Z
4 adhi-zH2D
__ma:: ouIZ
{4 186uyy ouiz je4 186Uy ouiz
edfigHzD |+
j adAi-2H2D
| 18Buy ouiz -
| edfy-2H2D | 18Buyy ouiz
| edi-2HeD 4 edhi-zH2D
| 186uyy ouiz | 186uiy ouiz | 186uyy ouiz
|4 edhy-z2HzD adA1-2H20
surewo( joidun
H H+—H—+—
SO snsuasuo)
44" 0L6 8 9 S ve (4 L
- He e t i t 13010}
(ino paseyy swaeyl 28) ¥¥A 3AOON3ID
|000’0t9°29 |000°0€9°29 |000‘029°29 |oo0'019°29 |000‘009°29 |000‘065°29 |000°085°29 |000°025°29 |000°095°29
8eby | {ay 05

_l INZdceckidd 1ecool M RN

zidol EATNCzZdEEEE B Z6T

41



Anexo 2: Analisis de la implicacion de CTCF en cancer usando cBioPortal

Para obtener mas informaciéon sobre CTCF y su papel en el cdncer utilizamos la
plataforma cBioPortal de Gendmica del Céancer (https://www.cbioportal.org/).
cBioPortal proporciona visualizacién, analisis y descarga de conjuntos de datos
gendmicos del cancer a gran escala. Elegimos datos del TGCA (The Cancer Genome
Atlas), incluidos 32 estudios. Después de realizar la busqueda “CTCF", seleccionamos las
siguientes opciones:

e OncoPrint: Nos permite visualizar los distintos tipos de mutaciones (Figura A2).

e Cancer Type summary: datos sobre las alteraciones de CTCF y su frecuencia en
cada tipo de cancer (Figura A3).

e Mutations: analisis de las mutaciones de CTCF (Figura A4).

e Structural variants: funcidn nueva que nos permite ver aquellos tumores en los
que se alteran los genes por una fusién de CTCF con otra proteina (Figura A5).

e Pathways: nos ensefa las rutas alteradas por mutaciones de CTCF (Figura A6).
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Figura A3: Cancer Type summary. Se muestran las alteraciones de CTCF en funcién del
tipo de cancer, ordenados de mayor a menor. Como podemos observar, el cdncer de
endometrio es el que presenta alteraciones en CTCF con mads frecuencia. Hemos
seleccionado que solo aparezcan los canceres con un minimo de 10 casos, por lo que no
se han tenido en cuenta aquellos con menos de 10 casos afectados. Ademas, la leyenda
nos muestra los tipos de mutaciones por colores.
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Mutation types and corresponding color codes are as follows:

Missense Mutations (putative driver)
Missense Mutations (unknown significance)
Truncating Mutations (putative driver): Nonsense, Nonstop, Frameshift deletion, Frameshift insertion,
Splice site
Truncating Mutations (unknown significance). Nonsense, Nonstop, Frameshift deletion, Frameshift
insertion, Splice site
Inframe Mutations (putative driver): Inframe deletion, Inframe insertion
Inframe Mutations (unknown significance): Inframe deletion, Inframe insertion
Splice Mutations (putative driver)
(unknown significance)
Fusion Mutations
Other Mutations (putative driver): All other types of mutations
(unknown significance) All other types of mutations

Figura A4: Mutations. Esta funcién nos permite ver la posicién de las mutaciones de

CTCF. Se

nos muestra la estructura de CTCF del aminoacido O al 727. Cada bolita

representa un sitio donde hay una alteracién en CTCF, y la altura de las barras representa
el niumero de casos, las barras mas altas son aquellas regiones de CTCF que resultan mas
frecuentemente modificadas. En la leyenda vemos por colores cada tipo de mutacién.
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Cancer Type Detailed ‘ Gene 1 ‘ Gene 2 ‘ Event Info

Esophageal Squamous Cell Carcinoma CTCF HNRNPDL | CTCF-HNRNPDL fusion
Breast Invasive Ductal Carcinoma CTCF NUTF2 CTCF-NUTF2 fusion
&tjlrllenr?a(;a_rrslr:?;arcoma/Uterlne Malignant Mixed CTCF PSKH1 CTCF-PSKH1 fusion
Serous Ovarian Cancer CTCF SPSB1 CTCF-SPSB1 fusion
Serous Ovarian Cancer SF3B3 CTCF SF3B3-CTCF fusion
Lung Squamous Cell Carcinoma CTCF E2F4 CTCF-E2F4 fusion
Cutaneous Melanoma CTCF CES2 CTCF-CES2 fusion

Figura A5: Structural variants. Se trata de

una funcién nueva de cBioPortal que nos

muestra en la tabla los tumores en los que la alteracion se produce por la fusion de CTCF

con otra proteina.

46




Figura A6: Pathways. Se muestran las rutas alteradas por mutaciones de CTCF, dentro de
los tumores con CTCF mutado, el 36% tienen mutado TP53. De las 10 vias alteradas, se
muestran el ciclo celular (A) y TP53 (B). Las otras vias son: WNT, MYC, TGF-Beta, RTK-
RAS, PI3K, NRF2, NOTCH e HIPPO.
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Anexo 3: Andlisis de la expresion diferencial de CTCF en células tumorales y normales
con GEPIA.
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ACC Carcinoma adrenocortical LUsSC Carcinoma pulmonarde células escamosas
BLCA Carcinomaurotelial de vejiga MESO Mesotelioma
BRCA Carcinomainvasivo de mama ov Cistoadenoma seroso de ovario
CESC Carcinoma de células escamosas de cuello uterino y PAAD Adenocarcinoma pancreatico
adenocarcinomaendocervical
CHOL Colangiocarcinoma PCPG Feocromocitomay paraganglioma
COAD Adenocarcinomade colon PRAD Adenocarcinoma prostatico
DLBC Linfoma difuso de células B grandes READ Adenocarcinoma de recto
ESCA Carcinomade eséfago SARC Sarcoma
GBM Glioblastoma multiforme
SKCM Melanomacutaneo
HNSC Carcinomade células escamosas de cabezay cuello
STAD Adenocarcinoma gastrico
KICH Carcinomade células renales cromofobo
TGCT Tumortesticular de células germinales
KIRC Carcinomarenal de células claras
- - THCA Carcinomadetiroides
KIRP Carcinoma renal papilar
THYM Ti
LAML Leucemia mieloide aguda ‘moma
LGG Glioma cerebral de bajo grado UCEC Carcinoma endometrialde cuerpo uterino
LIHC Carcinoma hepatocelular ucs Carcinosarcoma uterino
LUAD Adenocarcinomade pulmén UVM Melanoma uveal

Figura A7: Expresion diferencial de CTCF en muestras normales (negro) y tumorales
(rojo) en los diferentes tipos de tumores. La altura de las barras representa la media de
la expresion en cada tipo de tejido o tumor.
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