Anexo |: Formato para presentacion de proyectos de
investigacion ante Consejo Divisional de la DCNI

Fecha de presentacién del proyecto
Sesién de Consejo de aprobacion

Clave del proyecto asignada por Consejo
Divisional

1.1 Titulo del proyecto.

Caracterizacion émica del factor transcripcional BORIS en un modelo de
glioblastoma humano.

1.2 Linea de investigacioén del Cuerpo Académico o Grupo de Investigacion, o de
Posgrado.

El Cuerpo Académico de Fisiologia Celular y Tisular, al cual pertenezco tiene dos lineas de
generacién o aplicacién innovadora del conocimiento, donde el proyecto tiene cabida:

a) Biologia molecular y celular. Sefalizacion, comunicacion celular, efectos terapéuticos,
bioinformatica, efectos patoldgicos, diferenciacion celular, entre otros de interés biomédico.
b) Métodos y herramientas en evaluacién de la salud. Disefio, identificacién, caracterizacion
o validacion de nuevos métodos diagndsticos, predictivos o terapéuticos en condiciones
patolégicas de diferentes sistemas, incluyendo ingenieria y disefio de materiales,
diagnédstico molecular, histopatologia, ingenieria de tejidos, entre otros.

1.3 Responsable del proyecto, participantes y adscripcion de cada uno.

Responsable del proyecto:
Dr. Ernesto Soto Reyes Solis. Departamiento de Ciencias Naturales, UAM-Cuajimalpa.

Participantes:

a) Dra. Cynthia Gabriela Samano Salazar. Departamiento de Ciencias Naturales, UAM-
Cuajimalpa. La Dra. estara involucrada en las decisiones de indole molecular relacionadas
con tumores del sistema nervioso central.

b) Dr. Gerardo Pérez Hernandez. Departamiento de Ciencias Naturales, UAM-Cuajimalpa.
El Dr. Participara en los analisis de biologia de sistemas para el desarrollo de la estructura
tridimencional de BORIS.

c) Dr. Gerardo Ramirez Mejia. Posdoctorado adscrito al Departamiento de Ciencias
Naturales, UAM-Cuajimalpa inscrito en el programa de posdoctorado Nacionales de
CONACYyT. El llevara acabo los experimentos de secuenciacion de ChIP-seq y RNA-seq.

Participantes externos:

a) Prof. Dr. Jan Baumbach (Universitat Hamburg), apoyara en los analisis bioinformaticos
complejos relacionados con la integracion de los datos 6micos.

b) Dra. Thalia Estefania Sanchez Correa (Hospital General de Xoco, CDMX). La Dra.
Sanchez es neurocirujana especialista en tumores del sistema nervioso, su participacion



estara relacionada con la decision en la seleccion de genes de importancia clinica que
se decidan de manera especifica en nuestro estudio.

2. 1.4 Orientacion;

e Investigacion basica (X)

e Investigacion aplicada (X)

e Desarrollo o adaptacion ()

e Transferencia de tecnologia ()
e Desarrollo de tecnologia ()

e Otros (), especificar:

3. 1.5 Fecha de inicio y duracién

De abril de 2023 con una duracion solicitada de 3 afios.
2. Propuesta:

1. 2.1 Resumen.

El incremento en la expresion del factor transcripcional Brother Of the Regulator of the
Imprinted Site (BORIS) se ha reportado en multiples neoplasias. Se ha propuesto que este
factor puede ocupar los sitios de union al DNA de una proteina paraloga conocida como
CTCF. Se ha sugerido que la competencia de dichos factores por el sitio de unién pudiera
relacionarse con alteraciones en la expresion de multiples genes implicados en las firmas
moleculares del cancer. Pero hasta ahora, poco se sabe sobre el papel de BORIS en
tumores en el sistema nervioso central como los glioblastomas. Por ello, se pretende
caracterizar por medio de inmunoprecipitacién de la cromatina, la secuenciacién masiva a
los sitios de unién de BORIS y abordajes como la biologia de sistema nos permitira ondar
en el impacto de este factor a nivel transcriptomico en un modelo de lineas celulares de
glioblastomas. A su vez, se realizard el abatimiento de la expresién de BORIS usando
ensayos de CRISPR-Cas13 con el fin de determinar los genes que pudieran ser regulados
por dicho factor transcripcional. De tener éxito, este proyecto podria contribuir al
entendimiento a nivel molecular a los genes que pudieran ser regulados por BORIS en una
de las neoplasias mas letales en poblacién econdmicamente activa.

Palabras clave
Glioblastoma, BORIS, Secuenciacién de alto rendimiento, ChiP-seq y RNA-seq, CRISPR-
Casls.

2.2 Antecedentes.

Los tumores del sistema nervioso central (SNC) son un grupo de neoplasias derivadas de
diversas estirpes celulares, que representan alrededor del 3% de todos los nuevos casos
de cancer a nivel mundial. Este tipo de neoplasias significan la segunda causa de muerte
por tumores malignos en nifios y el 3% de las muertes por neoplasias malignas en la
poblacién estadounidense?. En términos de afios de vida perdidos, los tumores cerebrales
son el tipo de cancer con mayor impacto, con un promedio de 20 afios de vida perdidos por
paciente. Entre el 70% a 80% de los tumores primarios cerebrales son gliomas?.



Normalmente se asocian a un mal pronéstico de sobrevida y alta mortalidad, afectando
principalmente a adultos jovenes y econémicamente activos. Parte de los mecanismos
moleculares responsables en el inicio o desarrollo de este tipo de neoplasias estan los
procesos epigenéticos?.

El &rea de la epigenética es uno de los campos de mas rapida expansion en la investigacion
biomédica, recientemente se ha convertido en un campo critico para estudiar como los
factores no genéticos pueden influir en los rasgos y funciones de un organismo. Los factores
epigenéticos y su red interactiva regulan casi todos los procesos biolégicos fundamentales,
como el mantenimiento de patrones de expresidbn génica especificos de tejido en
vertebrados®. Por lo tanto, la informacion epigenética incorrecta puede conducir a
enfermedades complejas como el cancer”.

Los canceres humanos son las enfermedades mas estudiadas que involucran alteraciones
epigenéticas, que afectan la funcion de los genes y pueden conducir a la transformacion
celular maligna*®°. Ademas, el inicio y la progresion del cancer, visto tradicionalmente como
una enfermedad genética, ahora se considera que implica anomalias epigenéticas junto
con alteraciones genéticas”.

Actualmente, el estudio de la epigenética desde una perspectiva gendémica ha sido posible
gracias al uso de tecnologias de secuenciacion de préxima generacion (NGS), que
conducen al surgimiento de la Epigenémica®. Dada esta nueva ola de investigacion, el uso
de herramientas computacionales es de gran importancia en el andlisis y comprension de
datos para formular nuevas hip6tesis. Por ejemplo, el proyecto ENCODE surgié de la
necesidad de una lista completa de elementos funcionales en el genoma humano, incluidos
los factores de transcripcion que controlan la activacion o represion transcripcional de un
gen®.

La mayoria de los datos recopilados en ENCODE provienen de lineas celulares
neoplasicas, en las que se han evaluado numerosos factores de transcripcion. Por ejemplo,
la proteina CTCF es una de las proteinas mas estudiadas en ENCODE’ ya que este factor
transcripcional esta implicado en los cambios transcripcionales en el cancer®®. El factor
nuclear CTCF es una proteina de union a DNA altamente conservada con un dominio de
11 dedos de zinc (ZF)*°. Al principio, se pensé que CTCF era un represor transcripcional**-'?;
sin embargo, debido al uso de tecnologias NGS, ahora se sabe que CTCF no es solo un
represor. En la actualidad, se han realizado cientos de estudios de CTCF en todo el
genoma, desde ChIP-seq y RNA-seq hasta experimentos Hi-C. Estos experimentos han
demostrado que CTCF tiene miles de sitios de union distribuidos a lo largo del genoma, el
35,5% son constitutivos y el 64,5% especificos de tejido!®. Un andlisis detallado de los sitios
de unién de CTCF ha demostrado que participa en practicamente todos los procesos
relacionados con la regulacion de la transcripciébn génica, activa y reprime genes,
principalmente por el establecimiento de la organizacion tridimensional de la cromatina en
el nucleo'*. Debido a su innegable importancia, la falta de CTCF es inviable para la célula.
Ademas, el gen CTCF tiene un paralogo llamado CTCFL (CTCF-Like) que codifica una
proteina llamada BORIS (Brother Of the Regulator of the Imprinted Sites)*°.

BORIS es una proteina con un dominio de unién a DNA 11 ZF, como CTCF, pero su
sobreexpresion se observa con frecuencia en el cancer®®, lo que promueve el crecimiento
celular y se ha propuesto que actlia como un oncogén'®, en oposicién a la funcién supresora
de tumores de CTCF en células neoplasicas. BORIS regula la expresion génica al
reconocer el DNA y puede modular la expresion génica especifica del cancer. BORIS, a
diferencia de CTCF, tiene algunas caracteristicas que la convierten en una proteina
prometedora Gtil como biomarcador tumoral o como diana terapéutica en el cancer'’. Dadas
las caracteristicas Unicas de la proteina BORIS en cancer, el estudio de los cambios
transcripcionales impulsados por su expresion en cancer, y la localizacion de esta proteina
a nivel gendémico son de especial interés. Sin embargo, solo unos pocos estudios han



intentado dilucidar el papel de BORIS en cancer, sin embargo, estos estudios se
restringieron a la evaluacion de unos pocos genes y no en modelos de glioblastomas. Pero
los mecanismos exactos por los que interactia con el genoma y la medida en que influye
en los procesos celulares siguen siendo en gran parte desconocidos.

2.3 Objetivo general y objetivos particulares.

Objetivos General: Caracterizacion 6mica y de biologia de sistemas del factor
transcripcional BORIS en un modelo de glioblastoma humano.

Objetivos Particulares

1) Determinar la abundancia y expresion del factor transcripcional BORIS en un modelo
de lineas celulares de glioblastoma.

2) Evaluar los sitios de unién del factor transcripcional BORIS por medio de
inmunoprecipitacion de la cromatina y secuenciacion de alto rendimiento (ChlP-seq) en un
modelo de glioblastoma.

3) Abatir la expresion del gen CTCFL (BORIS) por medio de la estrategia de CRISPR-
Casl3 en lineas celulares de glioblastoma.

4) Caracterizar el transcriptoma de lineas celulares de glioblastoma en células WT y en
células Knockdown al factor transcripcional BORIS por medio de secuenciacion de alto
rendimiento (RNA-seq).

5) Obtener la estructura 3D BORIS mediante estrategias computacionales y compararlo
con su paralogo de CTCF.

2.4 Descripcién, incluyendo hipétesis y metodologia (maximo 2 cuartillas).

Hipodtesis

Se observaréa a nivel 6mico una localizacion del factor BORIS en muchos de los sitios de
unién al factor nuclear CTCF, derivando en alteraciones a nivel transcripcional. A su vez,
los analisis de la estructura tridimencional de las proteinas CTCF y BORIS presentaran una
alta similitud, pero existiran diferencias importantes que podrian apuntar al reclutamiento
de complejos protéicos distintos que pudieran sugerir funciones celulares diferentes.

Metodologia

Analsis de la abundancia protéica por Inmunoblots.

Los cultivos de células de glioblastoma humano (T98G, U-87MG, U373MG) seran
procesados para la extraccion de proteinas totales. Estas se desnaturalizaran y se
separaran por electroforesis y seran transferidas a membranas de PVDF para la realizacion
de inmunoblots contra el factor transcripcional BORIS. Las bandas obtenidas se analizaran
para obtener la abundancia relativa.

Evaluacion de expresion por gRT-PCR.

A partir de las lineas celulares se hara la extraccion de RNA (con TRIzol). Con el RNA se
hara una cuantificacion fluorométrica (Qubit). La expresion relativa se analizara por medio
de qRT-PCR usando SYBR Green/ROX. Con los valores Cr se seguira el método AACr.

Determinacién de la presencia de BORIS a nivel 6mico por medio de ChIP-Seq.

Los cultivos de células se tratardn con buffer de entrecruzamiento (formaldehido 1%), lisis
y sonicacion para fragmentar la cromatina. Para la inmunoseleccion de los complejos
proteina-DNA se usardn anticuerpos anti-BORIS (sc-377085 y HPA001472) y las perlas




magnéticas Magna-ChlP empleando el kit OneDay ChIP. La muestra obtenida se analizara
por secuenciacion de alto rendimiento empleando al menos 20 millones de lecturas single-
end. La calidad de las secuencias se evaluara con FASTQC, las lecturas se ensamblaran
contra el genoma de referencia usando el alineador BWA. La busqueda y anotacién de los
picos se hard con MACS2. Finalmente, el analisis de distribucién y ontologia génica se
realizard con R usando los paquetes ChlPseeker, gprofiler KeyPawayMiner y ggplots2.
Todos los ensayos se realizaran al menos por duplicado biologico.

Abatimiento del RNA por medio de la tecnologia de CRISPR-Cas13.

Para estos analisis se seguiran los protocolos de Abudayyeh et al., 2017: se usaran los
plasmidos que expresan Casl3a-GFP. Las guias y los shRNAs se disefiaran usando
algoritmos para disefio de RNAxs y siRNAs. La secuencia de las guias se clonara en el
vector de expresion usando el kit GeneArt™ Type lls Assembly (Invitrogen). Las células de
glioblastoma humano seran transfectadas con el plasmido LwaCas13a y el pldsmido guia
usando lipofectamina 2000. La validacion del knockdown de BORIS se hara por gRT-PCR
usando SYBR Green/ROX. Con los valores de Cy se seguira el método AACr.

Evaluaciéon de la transcriptomica de lineas celulares.

Para el analisis de RNAseq se seguird el protocolo de Salgado-Albarran et al., 2022: Los
cultivos de células de glioblastoma transfectadas se someteran a extraccion de RNA
(TRIzol) y el Kit Direct-zol RNA Miniprep. La integridad y calidad del RNA se analizara con
el equipo Agilent 2200 TapeStation. Las librerias se prepararan con mRNA TruSeq y seran
secuenciadas en la plataforma NovaSeq 6000 de lllumina con 10 millones de lecturas pair-
end. Posterior a la secuenciacion, la calidad de los datos obtenidos se evaluara con el
paquete FASTQC. Las lecturas se ensamblaran contra su genoma de referencia con el
alineador STAR y el conteo de lecturas por gen se realizara con featureCounts, el paquete
DESeq?2 se usara para identificar los genes diferencialmente expresados. Finalmente, se
construirdn redes de interaccién proteina-proteina usando KeyPathwayMiner para R. Todos
los analisis bioinformaticos se haran en el servidor esrs-epigenetics de la UAM-Cuajimalpa.

Modelado tridimensional de BORISy CTCF

A la fecha no se cuenta con datos cristalogréaficos para BORIS, por lo que es necesario
generar la estructura 3D que posteriormente se utilizar4d como plantilla para el andlisis de
acoplamiento molecular. Se empelara la version 10.1 de Modeller!® para la creaciéon de
modelos de homologia tridimensionales (3D) del dominio de dedo de zinc de BORIS y para
fusionar los diferentes fragmentos cristalizados de CTFC en un solo modelo. Para BORIS,
la regibn modelada abarca desde PRO284 hasta CYS568 (ZF2ZF11) y para CTCF, la
region utilizada fue desde PRO293 hasta CYS577 (también ZF2ZF11). En ambos casos,
se utilizaron como plantillas las estructuras CTCF XRay 5TOU°, 5YEF y 5YEL?° disponibles
en Protein Data Bank (PDB).

2.5 Formacioén de recursos humanos.

Se realizaréa la formacién de recursos humanos incluyendo a DOS servicios sociales, DOS
estudiantes de la licenciatura en Biologia Molecular y/o licenciatura en Ingenieria Biolégica
de la UAM Cuajimalpa, DOS estudiantes de maestria y UNA estancia posdoctoral Nacional
de CONACyT. El proyecto plantea que los estudiantes de licienciatura continlen sus
estudios de Maestria dentro de nuestra institucion.



2.6 Productos esperados.

Uno de los productos principales del proyecto es la publicacion de TRES manuscritos UNO
de tipo original y DOS de revisidn. Ambos manuscritos seran enviados para su publicacién
a editoriales de circulacion internacional indizadas en JCR para informar sobre los hallazgos
encontrados y novedades en el campo de estudio.

Tambien el trabajo se presentard tanto en foros de divulgacién de la ciencia como en foros
especializados como el Congreso Nacional de Bioquimica y se impartirdn al menos 5
platicas relacionada con el tema de investigacion

2.7 Impacto esperado del proyecto (problematica nacional abordada).

Vinculacion PRONACES: Salud.

El factor transcripcional BORIS se ha asociado a un mal prondstico de supervivencia de
diferentes tipos de neoplasias incluido el glioblastoma 12!, Sin embargo, hasta ahora se
desconocen los eventos moleculares relacionados con la desregulacion transcripcional
mediados por la expresion aberrante de BORIS en un modelo de glioblastomas. Por ello, el
principal objetivo del proyecto es la caracterizaciéon a nivel dmico ( caracterizando la unién
de BORIS al DNA, y la expresion a nivel dmica tanto de un modelo silverstre como células
abatidas por el sistema de CRISPR-Cas13 que tiene como blanco al RNA). De tener éxito,
este trabajo contribuird tanto en el campo de la investigacion basica, en el area de la
epigenética y cancer como también en el area clinica, ya que este factor podria proponerse
como un blanco terapéutico en canceres del sistema nervioso central.

2.8 Recursos necesarios para el proyecto:
Financiamiento e infraestructura fisica y humana actual en el proyecto.

Actualmente se tiene sometido un donativo solicitando financiamiento en Fronteras de la
Ciencia 2023 por parte de CONACYyT, del cual alin no se tiene respuesta. También se
cuenta apoyo por parte del Departamento de Ciencias Naturales y se buscard mas recursos
para el desarrollo de este proyecto. Cabe mencionar que toda la infraestructura fisica y de
recursos humanos que se utilizard en este proyecto se encuentra disponible en la Unidad
Cuajimalpa en el Laboratorio de Biologia Celular. Actualmente hay varios estudiantes
interesados en la linea de investigacion de epigenética y cancer los cuales apoyara
sustancialmente al desarrollo del proyecto. Por otro lado, los analisis de secuenciacion de
alto rendimiento y las validaciones experimentales que se realizardn por medio de tiempo
real. Para los andlisis bioinformaticos se cuenta con la infraestructura computacional para
realizar los andlisis de dinamica y docking molecular; en el episerver ESRS que es un
servidor PowerEdge R740 Dell con dos procesadores Intel Xeon Gold 6230 (2.1 GHZ, 35.75
M Cache 26C/52T) con 12 x 64 GB RDIMM, 3200 MT/S Dual rank (Total 768 GB).

Fuentes de financiamiento externas.

Estamos en espera del resultado de Ciencias de Frontera 2023, como también este
donativo se sometera para la busqueda de mas recursos externos e internos para su
desarrollo.

3. Calendario de actividades en periodos trimestrales.



PERIODO

ANO 1

ANO 2

ANO 3

Actividades

VI | VI

Vi

Estandarizacién de cultivo en lineas
celulares de glioblastomas humanos

Obtencién de plasmidos tanto de
CRISPR Cas13 como las guias para
el desarrollo del proyecto

Estandarizacion de los imnunoblots
con distintos anticuerpos en contra de
CTCF y BORIS

Disefio y prueba de oligonucleétidos
sintéticos para qRT-PCR de CTCF y
BORIS

Estandarizacién de ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina
en lineas de glioblastomas

Secuenciacion de alto rendimiento de
ChlIP-seq

Secuenciacion de alto rendimiento de
cDNA proveniente de distintas lineas
celulares

Abatimiento de BORIS mediante el
sistema de CRISPR Cas 13

Modelado tridimencional de BORS y
CTCF

Andlisis bioinformatico de las
secuencias de alto rendimiento

Informacion para el seguimiento del proyecto:

4.1 Calendarizacién de productos esperados a lo largo del proyecto.

PRODUCTO

ANO 1

Formacion de recursos humanos a nivel licenciatura

Servicio Social

Proyecto Terminal

Formacion de recursos humanos a nivel posgrado

Especializacion




Maestria

Doctorado 1

Proyecto Terminal

Publicaciones

Articulos 1 1

Capitulos de libro

Memorias o Proceedings

Difusion o Divulgacion

Congresos

Conferencias 1

4.2 Resultados esperados, segun sea el caso, en términos de conocimiento producido,
productividad cientifica, desarrollo tecnolégico, formacion de recursos humanos e impacto,
o cualquier otra que, a juicio de la persona que funja como responsable y de las personas
participantes en el proyecto, sirva para realizar una adecuada evaluacién de seguimiento.

Este proyecto pretende realizarse de forma interdisciplinaria tanto con profesoras y
profesores de la unidad, alumnos de las licenciaturas en Biologia Molecular e Ingenieria
Biologica y posdoctorantes. A su vez, se invitd a participar al Prof. Dr. Jan Bambach que
es el jefe del laboratorio computacional de biologia de sistemas de la Universidad de
Hamburgo. También estara implicada en el proyecto a la Dra. Thalia E. Sanchez Correa,
neurocirujada del Hospital General de Xoco. Parte del objetivo del grupo de trabajo es
generar produccion cientifica que abarque tanto la ciencia basica y la ciencia aplicada y que
todas y todos los estudiantes se vean beneficiados esta estas dos areas del conocimiento.
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