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Resumen

El melanoma cutaneo es el cancer de piel mas mortal. Es un tumor maligno originado en los
melanocitos cuyo factor de riesgo ambiental mas importante es la exposicion a la radiacion
ultravioleta. Sin embargo, se estima que el 10% de casos de melanoma son familiares, por lo que
la causa es muy probablemente genética. Algunas de las variantes de linea germinal que son
causales en este tipo de cancer se han visto en los genes COKNZA, CDK4, BAPI, POT1 y TERT,
conformando alrededor del 50% de casos familiares; no obstante, se desconoce la causa genética

del porcentaje restante, ya que consiste en familias que no presentan variantes en estos genes.

En el presente trabajo se realizo la identificacion de variantes genéticas candidatas a desarrollar
melanoma a partir del analisis bioinformatico de genomas y exomas de 314 miembros de 135
familias europeas, australianas y estadounidenses con este padecimiento, las cuales no poseen
variantes en genes de predisposicion conocidos. Se realizo un filtrado de acuerdo con criterios de
presencia en catalogos de variacion genética humanay posibles consecuencias en la proteina, con
lo que se obtuvo una lista de variantes candidatas, las cuales pueden ser evaluadas posteriormente

por métodos experimentales.

Una de las variantes obtenidas fue Y537C, correspondiente al gen £SRI (el cual codifica para el
receptor de estrogenos alfa), y resulta sumamente interesante debido a que no se ha reportado ni
en melanoma ni en linea germinal. Aunado a ello, el gen £SRZ es un foco mutacional en cancer de
mama, ya que mutaciones en el aminoacido 537 han sido relacionadas con resistencia endocrina a
tratamiento en pacientes con cancer de mama metastasico. Es por ello que esta mutacion es una
buena candidata en la busqueda de variantes genéticas que pueden contribuir al desarrollo de

melanoma.

Como parte de este proyecto, se evaluo el efecto de £S#Z Y537C en células NIH 3T3 (fibroblastos
de ratén) mediante ensayos de proliferacion. Se utilizd esta linea celular como parte del
establecimiento de controles en el laboratorio. Los resultados obtenidos sugieren que esta
mutacion induce un efecto oncogénico en NIH 3T3; sin embargo, se requiere la obtencion de mas
réplicas para su validacion, asi como de su evaluacion en células melanociticas y de melanoma para

conocer su papel en el desarrollo de este cancer.



Estructura de la tesis

La presente tesis esta dividida en dos capitulos: el primero corresponde a un analisis bioinformatico
y el sequndo a trabajo de laboratorio. El capitulo 1 se titula Analisis bioinformadtico de secuencias
obtenidas de familias con melanoma para la identificacion de variantes genéticas de alto riesgo y
consiste en el analisis de datos de secuenciacion obtenidos de familias con melanoma cuya causa
de padecimiento de este cancer es desconocida. La finalidad de esta parte del proyecto fue
encontrar nuevas variantes genéticas que pudieran estar involucradas en el desarrollo de

melanoma.

El capitulo 2 se titula £valuacion funcional de la mutacion ESR1 Y537C en la linea celular NIH 373
y consiste en la evaluacion /n vitro de la variante candidata encontrada en el analisis bioinformatico

realizado.

Asimismo, al final de ambos capitulos se incluyen dos anexos. El anexo 1 consta de experimentos
adicionales que fueron realizados como parte de la estandarizacion de técnicas y protocolos, los
cuales no fueron presentados como parte de los resultados de este trabajo debido a que los
controles positivos y negativos fallaron. Y, finalmente, el anexo 2 contiene material

complementario.



Analisis bioinformatico de secuencias
obtenidas de familias con melanoma
para la identificacion de variantes
geneticas de alto riesgo

1.1. Introduccion

1.1.1. Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por la proliferacion descontrolada de
células debido a la acumulacion de mutaciones, por lo cual es considerada una enfermedad del
genomal. En condiciones fisioldgicas, la division celular es el mecanismo encargado de reemplazar
células que han envejecido o que han sufrido dafios y han entrado en apoptosis, necrosis o
necroptosis. Cuando los genes que requlan este proceso sufren alteraciones, las células pueden
comenzar a dividirse incesantemente, lo que puede conducir a la formacion de un tumor vy,
eventualmente, a la capacidad de éste para invadir otras partes del cuerpo a través de la sangre o
los vasos linfaticos, produciendo metastasis [Figura 1.1]%°. Estas alteraciones pueden ser causadas
por agentes exdgenos como la exposicidn a carcindgenos quimicos, fisicos o bioldgicos (como el
tabaco, la radiacion UV e infecciones por virus, respectivamente), o por factores endogenos, como
mutaciones en la maquinaria de reparacion de ADN celular, las cuales pueden ser adquiridas con el

tiempo (somaticas) o pueden estar presentes desde el nacimiento (de linea germinal)>.
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Figura 1.1 | Representacion esquemadtica del desarrollo del cancer. (Adaptada de The Cancer Institute NSW).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la sequnda causa principal
de muerte en todo el mundo, justo debajo de las enfermedades cardiovasculares, siendo el cancer
de pulmon, mama y colorrectal los tipos mas comunes. En 2018 se registraron 18.1 millones de
nuevos casos de cancer, asi como 9.6 millones de muertes debidas a esta enfermedad. Asimismo,

se estima que 1 de cada 5 hombresy 1 de cada 6 mujeres desarrollaran cancer a lo largo de su vida®.

Debido a lo anterior, actualmente las lineas de investigacion sobre el cancer se enfocan en explicar
los mecanismos bioldgicos detras de este padecimiento, en la identificacion de potenciales
objetivos terapéuticos, asi como en la deteccion temprana. En relacion a esta ultima, existen varias
técnicas que en su conjunto permiten el diagnostico del cancer, tales como examenes fisicos,
pruebas de imagen, examenes endoscopicos, biopsias 'y pruebas genéticas’sS.
Las pruebas genéticas son utilizadas para buscar mutaciones que podrian aumentar el riesgo a
padecer un tipo especifico de cancery, aunque no es necesariamente hereditario, las personas con
antecedentes familiares de esta enfermedad son mas propensas a desarrollarla, por lo que se les

recomienda someterse a este tipo de pruebas?1°.

1.1.2. NGS en el diagnostico y tratamiento del cancer

La secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés) es una tecnologia que consiste
en la secuenciacion masiva y paralela del genoma completo o de regiones especificas, de una
manera rapida y con pequefas cantidades de muestra, lo que es de gran ayuda en la prevencion,

diagndstico, tratamiento y sequimiento de una enfermedad?!12,



Entre la secuenciacion del ADN, hay tres tipos principales utilizados en el cancer: secuenciacion del
genoma completo (SGC), secuenciacion del exoma completo (SEC), y secuenciacion dirigida. Como
sunombre lo indica, SGC se utiliza para secuenciar todo el genomay, por lo tanto, permite conocer
las alteraciones genomicas, el descubrimiento de mutaciones conductoras y firmas mutacionales
en los genomas del cancer®3. Estas ultimas corresponden a combinaciones Unicas de mutaciones
asociadas a determinados factores, las cuales han sido clasificadas por posible agente etioldgico.
Ejemplos de ellas son la catalogada firma mutacional 4, la cual ha sido observada en canceres
asociados con el consumo de tabaco (cancer de pulmon, higado, cabeza y cuello) o la catalogada
como firma mutacional 7, la cual esta asociada a mutaciones inducidas por radiacion UV y ha sido

observada en melanoma'y carcinoma escamoso de cabeza y cuello' [Figura 1.2].
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Figura 1.2 | Firmas mutacionales 4 y 7. En las graficas se muestran firmas debidas a mutaciones por sustitucion
de base: las seis clases de sustitucion se muestran en diferentes colores y se sefialan en la parte superior; el
contexto gendmico en el que ocurre la mutacion se presenta en el eje horizontal (compuesto por 96
combinaciones de tres pares de bases) y en el eje vertical se muestra el porcentaje de mutaciones atribuidas
a cada tipo de mutacién. El asterisco en la firma 7 indica un tipo de mutacién superior al 20% del total.
(Tomada y modificada de Alexandrov et al 2013%4).



Dado que aproximadamente solo el 2.5% del genoma humano esta constituido por regiones
codificantes (exones), SEC permite encontrar variantes raras o comunes asociadas con un trastorno
o fenotipo solo en las regiones génicas. Finalmente, la secuenciacion dirigida es la secuenciacion
de genes de interés para una enfermedad especifica y, por lo tanto, permite concentrar todos los

recursos en las areas de interés!l,

Las secuencias de ADN empleadas para NGS se pueden obtener de células tumorales, saliva o
muestras de sangre. Después del proceso de secuenciacion, se realiza un analisis bioinformatico a
través de algoritmos con lo cual se identifican alteraciones y, en consecuencia, se obtiene una lista
de variantes que facilita la interpretacion de datos gendmicos!>. Las variantes que se encuentran en
los datos de NGS se separan en dos tipos: las que son predichas patdgenas (y que probablemente
modifican la secuencia de la proteina, quizas alterando su funcion, lo que podria elevar el riesgo a
padecer cancer) y las que estan predichas como benignas!®. Eventualmente, el trabajo de
laboratorio puede brindar soporte experimental a la prediccion de la funcion bioldgica de las

variantes encontradas.

NGS también puede ser util en el disefio de terapias dirigidas, de tal manera que, a partir de la
deteccion de alteraciones genéticas en muestras de tumores, se podrian tomar decisiones con
respecto al tratamiento. Esto es importante debido a que aquellos pacientes que no se someten a
una prueba genética no pueden tratarse con un medicamento dirigido y, con frecuencia, eso puede
resultar dafino. Por lo tanto, la medicina personalizada (también conocida como medicina de
precision) es uno de los objetivos principales en la investigacion del cancer’217.18 Ademads, es
posible conocer, mediante la deteccion de mutaciones posteriores al tratamiento, la razén por la
cual un paciente deja de responder a una terapia especifical®. Ejemplos de NGS aplicado al
tratamiento del cancer pueden ser cuando una mutacion en el gen £GFR esta presente en cancer
de pulmon, de tal manera que el paciente es candidato para terapia con inhibidores de la tirosina
quinasal?, o en el caso de melanoma metastasico en pacientes con mutaciones BRAF V/600F o

V600K; \os cuales pueden ser tratados con una combinacion de dabrafenib y trametinib2°.



1.1.3. Melanoma

El melanoma cutdneo es el cancer de piel mas agresivo y es altamente resistente a quimioterapia?.
Si bien no es el cancer de piel mas comun, ya que representa menos del 5% de casos?, si resulta
ser el mas peligroso debido a que, si no se detecta y se trata a tiempo, tiene una gran capacidad de
propagarse a otras partes del cuerpo, como pulman, higado, cerebro y huesos?324. Este cancer se
presenta cuando los melanocitos comienzan a proliferar descontroladamente. Los melanocitos se
encuentran en la capa externa de la piel, la epidermis, y su funcion principal es la produccién de
melanina, el pigmento que le da color a la piel y al cabello. La melanina, ademas, contribuye en la
proteccion de la piel por dafios causados debido a la radiacion UV2>, ya que es capaz de absorber
esta radiacion, evitando asi que llegue al nlicleo y produzca mutaciones en el ADN2627, Hasta ahora,
la radiacion UV ha sido considerada como el factor de riesgo ambiental mas importante para el

desarrollo de melanoma?829.

El melanoma se presenta en la piel como una formacion anormal de tejido (tumor) que puede estar
pigmentado [Fig. 1.3]. Generalmente, las células de melanoma contindan produciendo melanina,
por lo cual los tumores son cafés o negros; sin embargo, algunas células dejan de producir este
pigmento, por lo que también pueden ser rosados o incluso blancos?33931, En los hombres, este
cancer usualmente aparece en el tronco, la cabeza y el cuello, mientras que en las mujeres es mas

comun que se manifieste en las piernas?331,

Figura 13 | Formas en las que el melanoma se presenta en la piel.
Derechos de la imagen: Mayo Foundation For Medical Education And Research.
Tomada de https://n9.cl/dig3d

La incidencia de melanoma se ha visto incrementada de una manera acelerada a nivel mundial en

los ultimos 50 anfos, principalmente en poblaciones de piel clara, probablemente debido a que


https://n9.cl/diq3d

presentan una menor produccion de melanina, lo que implica una disminucion en la
fotoproteccion32. Regiones como Nueva Zelanda, Australia, América del Norte y Europa del Norte,
presentan mayores tasas de incidencia de este cancer [Fig. 1.4], lo que puede estar relacionado con
un aumento en el tiempo de exposicion a la luz solar o a luz UV artificial, asi como a factores

genéticos®.

Tasas de incidencia estandarizadas por edad de melanoma cutaneo a nivel mundial (2018)

TEE por 100,000 habitantes

254
17-54
072-17

039-072 B Noaplica
<039 Sin datos

Figura 1.4 | Tasas estandarizadas por edad (TEE) de la incidencia mundial de melanoma en 2018. La incidencia de
melanoma es mayor en poblaciones de piel clara, especialmente en regiones como Nueva Zelanda, Australia, Europa
del Norte y América del Norte. (Tomaday modificada de Surg. Clin. North Am., Feb 2020, Carr, S., Smith, C. & Wernberg, J., Epidemiology and

Risk Factors of Melanoma, Copyright (2020), con permiso de Elsevier33).

1.1.3.1. Factores genéticos en el desarrollo de melanoma

La causa mas frecuente de cancer son las mutaciones somaticas, las cuales se presentan en
cualquier célula del cuerpo (excepto los dvulos y espermatozoides). Sin embargo, las mutaciones
en linea germinal (presentes en células sexuales) también juegan un papel importante en el riesgo

a padecer cancer, ademas de que estas se transmiten a las siguientes generaciones343>.



Aproximadamente el 10% de casos de melanoma son familiares3®, es decir, hay presencia de este
cancer en uno o mas familiares de primer o sequndo grado?’. Hasta el dia de hoy, se han identificado
varios genes con mutaciones en linea germinal que aumentan la susceptibilidad a desarrollar
melanoma, los cuales a su vez pueden dividirse en penetrancia media y alta (siendo la penetrancia
definida como la probabilidad de que un individuo portador de una mutacion asociada a una
enfermedad presente el padecimiento)?>38; algunos de estos genes son COANZA, CDK4, BAPI,
TERT, POT1, MCIRy MITF 3, siendo CDANZA el gen mas comun, ya que estda mutado en
aproximadamente un 20-40% de casos de melanoma familiar [Tabla 1.1138-4°, En conjunto, estos
genes estan involucrados en aproximadamente el 50% de los casos de melanoma familiar; sin
embargo, se desconoce la base genética del resto de familias que no presentan variantes en estos

genes3? [Fig. 1.5].

Tabla 1.1 | Descripcion general de los genes de penetrancia altay media en la susceptibilidad al melanoma.

Penetrancia Gen Proteina codificada Funcion
plé6 .
COKNZA Regulador del ciclo celular
pld
(DK4 CDK4 Regulador del ciclo celular

Diferenciacion de melanocitos y

Alta BAp! BAPL respuesta al dano del ADN

TERT Subunlldad catalitica de (a Elongacidn de los telémeros
enzima telomerasa

POT1 POTL Mantenimiento de teldmeros
MCIR MCIR Sintesis de melanina y proliferacion
) de melanaocitos
Media : —
MITE MITE Desarrollo y diferenciacion de

melanocitos

(Tomada y modificada de Rossi et at, 201938).
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Figura 15 | Causas genéticas de melanoma.
Variantes de linea germinal en los genes CDANZA,
CDK4, BAPL, TERT, POT1, MCIR y MITF conforman
alrededor del 50% de casos de melanoma familiar,
CDK4, BAP1, TERI, / mientras que se desconoce la causa genética del
POT1, MCIR, MITF porcentaje de casos restante,

1.1.4. Variantes genéticas

Una gran proporcion de todo el ADN se comparte entre todos los humanos; sin embargo, el genoma
de cualquier individuo posee millones de variaciones genéticas que hacen que cada persona sea
Unica. Una variante genética es cualquier diferencia existente entre dos secuencias de ADN, se le
lama asi generalmente cuando se compara contra el genoma de referencia. Algunas de estas
variantes han sido relacionadas con enfermedades, mientras que se desconocen los efectos de la
mayoria. Ejemplos de ellas son los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP), los cuales ocurren
cuando un solo nucleotido cambia con respecto al genoma de referencia; los indeles, que son
aquellas inserciones o deleciones de nucleotidos a la secuencia de ADN; los polimorfismos
multinucledtidos, los cuales alteran multiples nucledtidos en sucesion; o las variantes
estructurales, que ocurren cuando hay duplicacion, eliminacion o reorganizacion de secciones de

un cromosoma3>41L,

1.1.4.1. Formato de Identificacion de Variantes

Una de las aplicaciones de NGS es la posibilidad de descubrir variantes genéticas en un grupo de
muestras secuenciadas. Esta tecnologia ha brindado una enorme cantidad de datos gendmicos que
deben ser organizados en formatos para facilitar su manipulacion e interpretacion; uno de ellos es

el formato de identificacion de variantes (VCF, por sus siglas en inglés) el cual es utilizado para
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almacenar anotaciones y ubicaciones de las variantes presentes en un grupo de muestras, incluidos

los SNP, indeles y variantes estructurales*243,

Un ejemplo de los campos presentes en un archivo VCF se muestra en la Figura 1.6. De manera
general, este archivo se divide en dos secciones: encabezado y datos. El encabezado, a su vez, esta
conformado por lineas de metainformacion (las cuales comienzan con los caracteres "##") y una
linea de definicién de campos (que comienza con un solo caracter "#") separada por tabulaciones.
Las lineas de metainformacion proporcionan una descripcion de las etiquetas utilizadas en la
seccion de datos, asi como también pueden contener informacion sobre la fecha de creacion del
archivo, la version de la secuencia de referencia, el software utilizado o cualquier otra informacion
relevante. La linea de definicion de campos consta de varias columnas: CHROM, el cromosoma; POS,
la posicidn donde se encuentra la variante; ID, el identificador de la variante; REF, el alelo de
referencia; ALT, una lista separada por comas de alelos alternativos (es decir, los alelos encontrados
en las muestras secuenciadas); QUAL, puntaje de calidad de la variante; FILTER, indica si la muestra
paso filtros de calidad aplicados anteriormente; tanto INFO (lista separada por punto y coma o con
una barra vertical que contiene informacion adicional de las variantes) como FORMAT (lista de
campos separados por dos puntos que contiene informacion estandar) contienen datos que estaran

contenidos en cada columna de SAMPLE (las cuales corresponden a las muestras secuenciadas)*2.

d ( ##fileformat=VCFv4.1
##fileDate=20110413
##source=VCFtools
{ ##reference=file:///refs/human_NCBI36.fasta

##contig=<ID=1, length=249250621,md5=1b22b98cdeb4a9304cb5d48026a85128, species="Homo Sapiens">
##contig=<ID=X, length=155270560,md5=7e0e2e580297b7764e31dbc80c2540dd, species="Homo Sapiens">
##INFO=<ID=AA,Number=1,Type=String,Description="Ancestral Allele">
##INFO=<ID=H2,Number=0, Type=Flag,Description="HapMap2 membership">
##FORMAT=<ID=GT,Number=1,Type=String,Description="Genotype">
##FORMAT=<ID=GQ,Number=1, Type=Integer,Description="Genotype Quality">
##FORMAT=<ID=DP,Number=1, Type=Integer,Description="Read Depth">
##ALT=<ID=DEL,Description="Deletion">
##INFO=<ID=SVTYPE,Number=1,Type=String,Description="Type of structural variant">
##INFO=<ID=END,Number=1, Type=Integer,Description="End position of the variant">

Metainformacion

Encabezado
A

Definicion de campos

\ 2 «— #CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT SAMPLE1 SAMPLE2
i 1 . ACG A,AT 40 PASS . GT:DP 1/1:13 2/2:29
8 1 2 . C T,CT . PASS H2; AA=T GT 01 2/2
= 1 5 rsl2 A G 67 PASS ’ GT:DP 1/0:16  2/2:20
X 100 . T <DEL> . PASS SVTYPE=DEL;END=299  GT:GQ:DP  1:12:. 0/0:20:36

Figura 1.6 | Ejemplo de un archivo VCF. (Tomada y modificada de Danecek et al, 201149).
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1.2. Justificacion

Actualmente, se desconoce la causa genética de aproximadamente el 50% de casos de melanoma
familiar, los cuales consisten en familias que no presentan variantes en los genes de predisposicion
conocidos. Conocer el espectro de genes y variantes genéticas que aumentan el riesgo a padecer
melanoma podria ayudarnos a aportar informacion sobre la biologia de este cancer, asi como
generar conocimiento para proveer de consejo genético a familias afectadas, esto es, informar a los
pacientes de la probabilidad de desarrollar o transmitir el padecimiento, asi como formas de

prevencionlo,

1.3. Antecedentes

Los ultimos datos obtenidos por nuestro grupo de trabajo, el Grupo de Genética del Cancery
Bioinformatica (UNAM, México) en colaboracion con The Wellcome Sanger Institute y The University
of Leeds (ambos en Reino Unido), incluyen la secuenciacion de ADN por genomay exoma completo
de 314 miembros de 135 familias europeas, estadounidenses y australianas propensas a desarrollar
melanoma que no presentaron variantes genéticas para los genes ya conocidos. A partir de estos
mismos datos analizados anteriormente, pero con criterios distintos, se ha reportado la
predisposicion a melanoma de variantes en los genes POT144, TERT*>, ACD y TERFZIP*°.

1.4. Objetivos

- Identificar nuevas variantes genéticas candidatas a aumentar el riesgo a desarrollar melanoma

mediante el analisis bioinformatico de 314 secuencias provenientes de familias con este cancer.

- Elegir aquella variante “poco frecuente” con mayor evidencia de asociacion con el desarrollo de

melanoma para su posterior validacion experimental.
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1.5. Hipotesis

Existen variantes genéticas de linea germinal poco frecuentes que aumentan el riesgo a desarrollar

melanoma, las cuales seran evidenciadas mediante técnicas bioinformaticas.

1.6. Metodologia

1.6.1 Datos de secuenciacion

A partir de muestras de sangre, se secuencio el genoma o exoma completo de 314 individuos de
135 familias con melanoma por medio de la tecnologia Illumina Hiseq 2000. Esto fue realizado en
las instalaciones de The Wellcome Sanger Institute, Cambridge, Reino Unido. En la Tabla 1.2 se
muestra la procedencia y el nimero de muestras obtenidas de la totalidad de familias. Todos los

Casos se encontraron previamente negativos para variantes patogenicas en COKNZA 'y CDK4.

Con los datos obtenidos, se generd un archivo VCF con las variantes presentes en las familias con
melanoma, el cual fue anotado previamente con las consecuencias de cada mutacion en proteinas
por medio de la herramienta Variant Effect Predictor (VEP) de Ensembl#’. A partir de este punto, se

comenzo con el trabajo descrito en este capitulo.

Tabla 1.2 | Procedencia de los genomas y exomas secuenciados de 135
familias con melanoma.

e Numero de Numero de
Locacion N
familias muestras
Genomas Dataset 1.0 32 123
Leiden 6 28
Leeds 66 77
Leiden 4 11
Barcelona 10 20
Exomas Pensilvania 1 3
Brisbane 4 15
Estocolmo P 6
Sidney 7 28
Londres (KCL) 3 3
Total 135 314
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1.6.2 Filtrado de variantes

Partiendo del archivo VCF anotado, se realizaron una serie de filtrados empleando programas
hechos con el lenguaje de programacion Perl, los cuales se aplicaron especificamente a la columna
INFO del archivo. En la Figura 1.7 se muestran los datos que se pueden encontrar en dicha columna;
resaltados en amarillo estan aquellos campos que fueron extraidos del archivo: Consequence
corresponde al efecto que puede tener cada alelo de la variante; SYMBOL corresponde al nombre
comun del gen; Protein_position, como su nombre Lo indica, es la posicion donde se encuentra en
la proteina el aminodcido que sufrid el cambio; Amino_acids corresponde al aminoacido de
referencia y al aminodcido alternativo observado (es decir, indica el cambio de aminodcido que
produce esa variante); £Existing_variations indica si esa variante existe en a base de datos dbSNP48
(base de datos de SNP’s) y/o COSMIC#? (base de datos que posee una coleccion de mutaciones
somaticas en cancer), mostrando su ID en caso de ser asi; y finalmente SW/SSPROT muestra un ID
de la variante en caso de encontrarse en UniProtKB/Swiss-Prot>0, la cual es una seccion anotada

manualmente de la base de datos de proteinas UniProtKB.

Figura 1.7 | Columna del archivo VCF anotado correspondiente a INFO. En amarillo se encuentran resaltados los campos que se

extrajeron para realizar el analisis.

En la Figura 1.8 se muestra un esquema con los pasos sequidos para la obtencion de la lista de
variantes candidatas. El primer filtro consistié en la extraccion de variantes que tuvieran la
anotacion “missense variant”, la cual cambia una o mas bases, dando como resultado una secuencia
de aminodcidos diferente, pero sin cambiar la longitud de la proteina. Se eligié esta consecuencia
ya que otras consecuencias mas drasticas (como adquisicion de codones de paro, variantes que
causan cambios en el marco de lectura y aquellas que afectan el proceso de empalme) ya han sido

analizadas en este conjunto de datos anteriormente®4-4¢,
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En el segundo filtro se seleccionaron aquellas variantes
presentes en la base de datos COSMIC. Como se menciond
anteriormente, esta base de datos contiene informacion sobre
una gran cantidad de mutaciones somaticas presentes en
diferentes tipos de cancer; asi, extraer variantes presentes en
COSMIC permite considerar aquellas que cuentan con
evidencia publicada en oncologia o bien aquellas encontradas
a partir de secuenciacion de muestras de tejido canceroso en

varios tipos de cancer.

Para maximizar la posibilidad de que las variantes
encontradas fueran funcionales, el tercer filtro consistio en
buscar variantes que tuvieran un impacto en modificaciones
postraduccionales, especificamente aquellas que
interrumpian sitios de fosforilacion, ya que es una manera de
encontrar cudles podrian afectar en mayor grado la funcion de
la proteina. Para ello, se buscd la presencia de las variantes en
la base de datos de modificaciones postraduccionales de
proteinas dbPTM>L, en casos de fosforilacion. dbPTM incluye
los ID de todos los sitios de modificaciones postraduccionales

validados experimentalmente.

Variantes con notacion
Missense Variant

|

Variantes conlDen la
base de datos

01[[9c SMIC

Catalogue OFf Somatic Mutations In Cancer

Vanantes conlDenla
base de datos

dbPTM

en casos de fosforilacion

l

Variantes presentes en la
base de datos

PublfRed

Lista de variantes candidatas

Figura 1.8 | Esquema de los filtros
aplicados al archivo VCF anotado con

las consecuencias de las variantes.

Por ultimo, para destacar aquellas variantes con evidencia publicada, se realizé una busqueda
sistemadtica de las variantes restantes en la base de datos PubMed, de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), con la finalidad de obtener el nimero de articulos

cientificos existentes tras buscar el nombre del gen, el aminodcido afectado y la palabra “cancer”

en el titulo o resumen de cada articulo. Las variantes con al menos un articulo cientifico fueron

analizadas manualmente y se obtuvo una lista final.

(Programas utilizados se presentan en Anexo l).
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1.7. Resultados y discusion

EL VCF original con la informacion de la secuenciacion de todos los individuos contenia 120,196
variantes. Con el primer filtro, el cual descartd todas aquellas variantes que no tuvieran como
consecuencia “missense_variant”, el nimero se redujo a 107,803. El siguiente filtro, que buscaba
mantener solamente las variantes presentes en la base de datos COSMIC, dejo solamente 10,930
variantes. Con la aplicacion del tercer filtro, el cual extrajo solo aquellas variantes que se
encuentran anotadas en la base de datos dbPTM, restaron 130 variantes. Finalmente, después de
realizar la busqueda en NCBI, el total de variantes que tenian al menos un articulo cientifico con el
nombre del gen, numero de aminoacido y la palabra “cancer” en el titulo o resumen, fue de 13
[Tabla 1.3].

Tabla 1.3 | NUmero de variantes resultantes después de aplicar cada filtro.

. e Variantes Variantes
Variantes iniciales o
eliminadas restantes
120,196 Missense variant 12,393 107,803
107,803 Presencia en COSMIC 96,873 10,930
10,930 Presencia en dbPTM 10,800 130
130 Presencia en articulo 117 13

La lista final obtenida se muestra en la Tabla 1.4; se presenta una columna con el nombre del gen,
el nUmero de aminoacido afectado, el cambio de aminoacido que ocasiona la variante detectada,
su ID en la base de datos COSMIC, su ID en la base de datos dbPTM (que utiliza los IDs de
UniProtKB/Swiss-Prot) y el nimero de publicaciones encontradas en PubMed que contuvieran las

palabras clave.

Se analizd manualmente cada una de las publicaciones encontradas para comprobar que las
palabras clave realmente se refirieran al nombre de un geny a un aminodcido. Se encontro que la
mayoria de estas publicaciones si hablaban del gen en cuestion, pero no del aminoacido, esto
debido a que el nimero de aminoacido buscado generalmente se referia a un nimero cualquiera
(cantidades o concentracion de algun reactivo, nimero de casos, nimeros que conformaban el doi
del articulo, nimero de volumen o issue de la revista, por mencionar algunos). Por ejemplo, en el
caso del gen REST, el cual tuvo el mayor nimero de publicaciones, ninguno de los resultados

correspondid al nombre del gen, sino a la palabra en inglés “rest”.
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Luego de la busqueda manual, solo una variante fue encontrada en la mayoria de las publicaciones
arrojadas: £SK1 Y537C (subrayado en amarillo en la tabla). De las cinco publicaciones encontradas
para esta variante, en cuatro de ellas se mencionaba al gen £SR (el cual codifica para el receptor

de estrogenos alfa [REa]), el aminodcido 537y la palabra “cancer”2->>,

Tabla 1.4 | Lista final de variantes obtenidas.

Gen AA  Cambio ID COSMIC ID dbPTM Publicaciones

REST 750  S/T  COSM3302227 Q13127 20
ESRI 537 Y/C (COSM1074637 P03372 5
ENDOG 12 S/L COSM4163392 Q14249 4
KRT18 4 T/1  COSM1128552 PO05783 3
BCR 634 T/M  (COSM268752 P11274 3
CALCA 41 /M COSM1675853 PO1258 2
KRTIE 34 S/R COSM1666686 PO5/783 2
S100474 34 T/M  COSM3385198 Q86565 1
AGXT 9 T/N  COSM1406872 P21549 1
WRN 1292 S/Y (COSM3648356 Q14191 1
MRPSZ 30 T/N  COSM3214668 (9Y399 1
KR7T1IE 100 S/R  COSM4590815 PO0O5783 1
KRTI6 215  T/S (COSM4066411 PO8T79 1

En amarillo se encuentra la Unica variante de la cual cuatro de las cinco
publicaciones arrojadas si correspondieron con el aminoacido en cuestion.

1.7.1. ESRI Y537C

La variante Y535C, la cual induce un cambio de tirosina (Y) por cisteina (C) en el aminoacido 537 del
REq, se encontrd en una familia inglesa (procedente de la ciudad de Leeds). De esta familia, solo se
cuenta con datos de secuenciacion de tres miembros (dos individuos de la sequnda generacion y
uno de la tercera), de los cuales dos presentan la variante (madre e hijo). En la familia también hay

dos casos de cancer de mama (CM) en la primera y tercera generacion, respectivamente.

Esta variante resulta muy interesante ya que no solo satisface todos los filtros aplicados (causar un
cambio que afecta la fosforilacion de una proteina, el cual ya se ha reportado somaticamente en la
literatura), sino que tampoco existe en bases de datos de linea germinal como gnomAD>S, lo cual

indica que es extremadamente rara en la poblacion.
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Ademas, el gen £SRI es un foco mutacional en CM y se cree que mutaciones en el residuo 537
proveen resistencia endocrina a tratamiento en pacientes con metastasis, asi como también pueden
fungir como posibles objetivos terapéuticos223>"->, Aunado a ello, también se ha mutado a Y537
y se ha encontrado que la presencia de ciertos aminodcidos en esta posicion puede mantener activo

al REa aunque no haya presencia de ligando>#~>60,

Debido a lo anterior, y a que nunca se ha descrito ni en melanoma ni en linea germinal, £5#7 Y537C
representa un buen candidato en la busqueda de variantes genéticas que pueden conferir un mayor

riesgo a padecer melanoma.

1.8. Conclusion

EL analisis bioinformatico de genomas y exomas completos de individuos puede ser aplicado para
identificar variantes candidatas a aumentar el riesgo a padecer enfermedades. De acuerdo con los
datos mostrados y al analisis empleado, se propone que la variante £5#7 Y537C es una buena
candidata para fungir como factor de riesgo en el desarrollo de melanoma cutaneo. Asimismo,
estos hallazgos abren investigaciones y proponen una caracterizacion experimental en lineas
celulares para complementar la informacion obtenida. Parte de esta investigacion se describe en el

siguiente capitulo.
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Evaluacion funcional de la
mutacion £S#7 Y53/Cenla
linea celular NIH 3T3

2.1. Introduccion

2.1.1. Estrogenosy receptores de estrogenos

Las hormonas esteroideas sexuales se sintetizan a partir del colesterol y se clasifican en
androgenos, progestdgenos y estrdgenos®l. Hay tres tipos de estrdgenos: estriol, estrona y
estradiol, siendo este Ultimo responsable del desarrollo y funcionamiento del sistema reproductor
femenino®. Sin embargo, los estrogenos no son exclusivamente de mujeres, ya que también

existen tejidos diana en los hombres, como la prostata®3.

Los efectos de los estrogenos estan mediados por proteinas receptoras intracelulares llamadas
receptores de estrogenos (RE), que actiian como factores transcripcionales®. Hay dos tipos de RE,
el receptor de estrogeno alfa (REa) compuesto por 595 aminoacidos y el receptor de estrogeno beta
(REB) compuesto por 530 aminoacidos, ambos codificados por diferentes genes, £SKRIy ESRZ,
respectivamente®24>, Los RE estan compuestos por cinco dominios funcionales: A/B, C, Dy E [Fig.
2.11. A/B es el dominio de amino terminal y, contiene, a su vez, el dominio de transactivacion AF-
1, el cual recluta coactivadores y correpresores; C es el dominio de union al ADN y contiene

aminodcidos especificos capaces de unirse a elementos estrogeno-responsivos (EER) en
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potenciadores o promotores; el dominio de union al ligando (E) es reconocido por la hormona 17f-
estradiol (E2), la cual una vez unida al receptor, cambia su conformacion y activa su transcripcion;
el dominio de bisagra flexible (D) une a D y E, ademas de ser importante para los cambios

conformacionales en el receptor; y finalmente, no se conoce en su totalidad la funcion del dominio
F59,62,65_

REa

A/B C D E F
1 180 263 302 553 595

RER

A/B C D E F
1 144 227 255 500 530

Figura 2.1 | Representacion esquematica de los dominios funcionales de los REa y REP.

Se muestra el nimero de aminodcidos de cada receptor. (Adaptada de Yasar et a. 2016%2).

La union del ligando E2 al dominio E puede ocurrir en el citoplasma o en el nucleo [Fig. 2.2], ya que
los estrogenos son lipdfilos y pueden dispersarse facilmente a través de la membrana y, en
consecuencia, el RE forma homo (REaa, REB) o heterodimeros (REaf3) que se unen directamente
a EER, los cuales a su vez activan una cascada de sefalizacién que culmina con la transcripcion de
genes como £FP (cuya expresion estd en el Utero y promueve la proliferacion celular), £BAGY
(presente en CM e inhibidor de la proliferacion celular), NR2D (receptor de glutamato, expresado
en distintas partes del encéfalo), entre otros>?¢46667  El homodimero REaa tiene un efecto
proliferativo en el crecimiento de las células mamarias, mientras que el homodimero RE{ tiene
un efecto antiproliferativo; las funciones de los heterodimeros atin no han sido demostradas en su
mayoria, pero se sabe que se unen a EER con una afinidad relacionada a la de los homodimeros, asi

como también se sabe que los heterodimeros son mas estables®8.69,

En cuanto a la distribucion, REa se expresa en 6rganos como ovario, Utero, vagina, glandula
mamaria e hipotalamo; de igual manera, se ha detectado RE[ en ovario, prostata, testiculo,

cerebro, colon y piel®’79,
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Figura 2.2 | Esquema de la unién de estrdgenos (E2) al receptor de estrdgenos (RE) y su translocacion al ndcleo,

en donde se una a promotores especificos conocidos como elementos estrogenos responsivos (EER).
(Adaptada de Tecalco & Ramirez, 2017%9).

2.1.1.1. REsencancerde mama

La actividad de los RE esta regulada por diferentes factores involucrados en su estabilizacion o
degradacion, como lo son la unién de ligandos, la fosforilacion o la ubiquitinacion; sin embargo,
una sefializacion anormal en las vias involucradas en estos procesos puede conducir al desarrollo
de padecimientos como el cancer, enfermedades metabdlicas o cardiovasculares, entre otras®%:6>71,
Ademads, los estrogenos pueden estimular una proliferacion celular irreqular (debida a un
desequilibrio entre la expresion del REa y el REB) en drganos como las gladndulas mamarias, el

Utero y los ovarios, lo que eventualmente puede promover la formacion de tumores’2.

El REa controla la proliferacion y diferenciacion celular en el tejido mamario y se expresa en
aproximadamente el 10% de su epitelio. Ademas, es el principal impulsor en el desarrollo y
progresion del CM, donde su expresion aumenta en alrededor de un 70%. Pacientes con CM que
presentan una sobreexpresion de este receptor, son denominados REa positivos (o REa*), por lo
cual se someten a terapias anti-hormonales con la finalidad de inhibirlo; ejemplos de ellas son el

tamoxifeno (compite con el E2 para unirse al receptor) y fulvestran (se une al receptor haciendo que
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se degrade). Sin embargo, aproximadamente 30% de pacientes con tratamiento de tamoxifeno

adquieren resistencia a la terapia>?:6>.

Por otro lado, el REB se expresa en aproximadamente el 80% del tejido mamario, siendo su
expresion disminuida (o perdida) conforme el CM progresa. Se sabe que la re-expresion de este
receptor en CM inhibe la proliferacion celular, promueve la apoptosis y propicia una eficacia en

quimioterapia. Ademas, la pérdida de este receptor esta asociada con resistencia a tratamiento®>.

Mutaciones en el gen £SRI (que codifica para el REa) han sido identificadas en CM como un
mecanismo de resistencia endocrina a tratamiento, ademas de que pueden fungir como un posible
objetivo terapéutico®2>’. La mayoria de mutaciones identificadas en CM avanzado se producen en
el dominio de unidn al ligando del REa, con una mayor frecuencia en los aminoacidos L536, D538
e Y5373,

2.1.1.1.1 Mutaciones en el aminoacido Y537

La tirosina 537 (Y537) se encuentra en el dominio de union al ligando del REq, siendo una region
importante en la regulacion de su actividad transcripcional. Sin embargo, la presencia de tirosina
en este sitio no es necesaria para la union del E2, ya que se ha demostrado que la sustitucion de
aminodcidos como alanina (A), acido glutamico (E), lisina (K) o serina (S), en este residuo pueden

inducir un estado activo del REa, aunque no haya presencia de ligando®®.

E2 induce fosforilacion en los residuos S118, S294, S341 e Y537, la cual es necesaria para la
degradacion del receptor; sin embargo, su degradacion es evitada por mutaciones en Y537, como
Y537C, Y537N, e Y5375, las cuales han sido identificadas en muestras de CM metastasico y han sido
relacionadas con resistencia a tratamiento®®. Asimismo, se ha demostrado que las mutaciones
Y537C, Y537N y D538G inducen una actividad independiente del EZ2, siendo relativamente

resistente al tamoxifeno y fulvestran>.

2.1.1.2. Melanomay estrogenos

La relacion entre diferencias de sexo y la incidencia y mortalidad del melanoma ha sido poco
estudiada, pero algunas investigaciones han generado gran interés en este tema. La incidencia de
melanoma en hombres generalmente se presenta en el tronco, la cabezay el cuello, mientras que

en las mujeres este cancer aparece principalmente en las extremidades inferiores3173. Los hombres
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tienen una mayor incidencia y niveles de mortalidad que las mujeres: a nivel mundial, en 2018, la
incidencia de melanoma en las mujeres fue de 137,025 casos con 25,881 muertes, mientras que en
los hombres se reportaron 150,698 casos y 34,831 muertes’*. Se ha informado que el hecho de que
las mujeres tengan niveles mas altos de supervivencia y menor riesgo de metastasis que los
hombres, puede estar relacionado con la distribucion del melanoma, la influencia de los estrogenos

en las mujeres y la esperanza de vida’>.

La piel es el 6rgano principal no reproductivo sobre el cual acttian los estrogenos; de hecho, se ha
sugerido que la presencia de melanoma progresivo podria estar influenciada por los estrdgenos’e.””.
La expresion del RE (receptor que tiene un efecto antiproliferativo en células de tejido mamario)
en la piel esta relacionada con el sexo y la edad; se ha observado que los hombres muestran niveles
mas bajos de REB que las mujeres, en quienes la expresion de este receptor disminuye con la edad
y mas rapidamente después de la menopausia (donde ocurre una disminucion en los niveles de
estrogeno)’07678, Ademds, en un estudio que examind las asociaciones entre los factores
reproductivos, el uso exogeno de estrogenos y la incidencia de melanoma en mujeres
posmenopausicas no hispanas, se demostro que existe un mayor riesgo de padecer melanoma en
Mmujeres que presentaron una menarquia temprana y una menopausia tardia (ya que implicaria una
exposicion prolongada a estrégeno enddgeno)’?. Asimismo, andlisis inmunohistoquimicos del nivel
de REP en tejidos de melanoma han demostrado que la expresion de este receptor disminuye en

melanomas mas gruesos y mas invasivos8o8L,

2.2. Justificacion

El analisis bioinformatico de los genomas y exomas de 135 familias con melanoma presentados en
el capitulo anterior, sugieren que la mutacion Y537C del gen £5RI, correspondiente al REa, es un
factor de predisposicion para el desarrollo de melanoma. Esta mutacion es notable porque esta
ausente de todos los catdlogos de variacién genética humana publicados hasta el momento y
porque es un foco mutacional en cancer de mama. Dada la presencia de la mutacion Y537C en
familias con melanoma y el hecho de que el potencial oncogénico de esta mutacion no ha sido
comprobado en este tipo de cancer, se propone investigar su papel en células melanociticas y de

melanoma. Sin embargo, es necesario establecer la técnica y los controles necesarios en el
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laboratorio, por lo que primero se evaluard en la linea celular NIH 3T3 (correspondiente a

fibroblastos de ratén).

2.3. Objetivo

Evaluar el potencial oncogénico de la mutacion £5#7 Y537C en la linea celular NIH 3T3 mediante

el ensayo de formacion de focos (Focus Formation Assay).

2.4. Hipotesis

La mutacion £5F7 Y537C inducird un efecto oncogénico en la linea celular NIH 3T3.

2.5. Metodologia

2.5.1 Reactivos

Plasmido BABE-puro

El plasmido BABE-puro (Addgene®, plasmid #1768) o pBABE-puro, es un vector retroviral para clonar
y expresar genes de interés y es utilizado en células de mamiferos; tiene un tamano de 5062 pb,
resistencia bacteriana a Ampicilina y seleccion de células de mamifero con resistencia a la

Puromicinas3.

Plasmido MA-RQ

El plasmido MA-RQ (pMA-RQ) tiene un tamafio de 4141 pb. Cuenta con gen de resistencia

bacteriana a Ampicilina, pero no posee gen de seleccion de células de mamifero.

(Mapa de los plasmidos en Anexo II).
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Bacterias XL1-Blue

La cepa XL-Blue es una cepa hospedadora eficaz para clonacion con plasmidos, con resistencia

intrinseca a la Tetraciclina, velocidad de duplicacion alta y gran eficiencia en la transformacion.

Linea celular NIH 3T3

La linea celular NIH 3T3 (ATCC®, CRL-1658) corresponde a fibroblastos de ratdn y es muy util en
estudios de transfeccion de ADN84. La morfologia de las células es adherente y ademas presentan
una fuerte inhibicion por contacto, asi como también se considera una linea facil de cultivar. La
introduccion de un gen sobreexpresado en las células NIH 3T3 puede promover la transformacion
morfologica y la pérdida de la inhibicion por contacto, lo que puede ayudar a determinar el

potencial oncogénico de ese gen de interés®>.

Gen A-RAS G12V

Gen que codifica para la proteina KRAS, la cual participa en las vias de sefializacion celular que
controlan el crecimiento, la maduracion y la muerte de las células. La mutacion G12V tiene un gran
potencial oncogeénico. Es utilizado como control positivo en ensayos de proliferacion celular. Tiene

un peso de 750 pb.

Gen £SR1

Gen que codifica para el REa. Tiene un peso de 1800 pb.

Gen £SRI Y537C

Mutacion del gen £SRI con una sustitucion de G>A en la posicion 1610. Induce un cambio de

aminodcido Y537C (tirosina por cisteina) en el REa. Tiene un peso de 1800 pb.

25



2.5.2 Digestionesy ligaciones

2.5.2.1 Digestion del plasmido MA-RQ

Se mando sintetizar el gen £5R1 y £SRI Y537C con el cambio idéntico al portado por la familia con
la mutacion a la compafiia Invitrogen® (No. Ref. 2273748 y 2273749, respectivamente) la cual retornd
las secuencias en el plasmido denominado MA-RQ. El plasmido MA-RQ no posee gen con
resistencia para seleccion de células de mamiferos. Este plasmido contenia los genes £SRI y £SR1
Y537C (cada uno por separado) por lo cual se realizd su digestion mediante enzimas de restriccion
BamHI y EcoRI [Fig. 2.3al. La reaccion consistio de 6 ul de agua libre de nucleasas, 4 ul de buffer
Tango, 8 pl de pMA-RQ, 6 ul de enzima Bam Hl'y 6 ul de enzima EcoRI; sequidamente, fue puesta
en incubacion con agitacion durante 30 minutos a 37°C. Posteriormente, se corrio un gel de
integridad el cual fue preparado con 0.4 g de agarosa, 40 ul de buffer TAE y 4 ul de SYBR Safe DN,
durante 90 minutos a 90 Vy 50 mA. De este gel se extrajo el ADN correspondiente a los genes £5R!
y ESRI Y537C, respectivamente, siguiendo el protocolo establecido por el Kit QIAquick Gel
Extraction de QIAGEN® (No. Ref. 28704) [Fig. 2.3b]. Finalmente, se midid la concentracion del ADN

purificado utilizando un equipo Qubit® 4 (Thermo Fisher Scientific®).

2.5.2.2 Digestion del plasmido BABE-puro

El plasmido BABE-puro (obsequio del Laboratorio del Dr. Adams, Wellcome Sanger Institue, Inglaterra),
el cual cuenta con gen para seleccion de células de mamifero conresistencia a Puromicina, también
fue digerido para posteriormente insertarle los genes de interés [Fig. 2.3c]; asimismo, este plasmido
contenia el gen A-RAS con la mutacion G12V, el cual tiene un gran potencial oncogénico y actta a
su vez como nuestro control positivo. EL procedimiento fue el mismo que el realizado con el
plasmido MA-RQ. De igual manera, se corrio un gel de integridad, pero en esta ocasion se extrajo el

ADN correspondiente al pBABE-puro.

2.5.2.3 Ligacion del plasmido BABE-puro

Para el caso de la ligacion con £SRI y ESRI Y537C, el proceso consistio en una reaccion con 9 ul
de pBABE-puro vacio [Fig. 2.3d], 20 pl de gen, 2 pl de 10x T4 DNA Ligase Buffer y 1 ul de T4 DNA
Ligase. Por otro lado, (y como parte de un control negativo) se ligaron los extremos del pPBABE-puro
y se le denomind CASSETTE; la reaccion consistio de 20 ul de pBABE-puro vacio, 2 ul de 10x T4

DNA Ligase Buffer y 1 ul de T4 DNA Ligase. Las reacciones de ligacion se colocaron en incubacion
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con agitacion durante 10 minutos a 22°C. Posteriormente, se corrio un gel de integridad y se extrajo
y purificé el ADN correspondiente a la ligacion pBABE+ £S5/, pBABE+£SRI Y537Cy CASSETTE [Fig.

2.3el. Finalmente, se midio la concentracion del ADN purificado utilizando un equipo Qubit® 4.

d
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Figura 2.3 | Esquema de la digestion y ligacion de plasmidos. El plasmido con el inserto de interés es digerido con enzimas de restriccion EcoRl'y BamHI (a);
posteriormente, se corre un gel de integridad y se extrae el ADN correspondiente al inserto (b). Por otro lado, y siguiendo el mismo proceso, el plasmido
BABE-puro también es digerido (c). Finalmente, el inserto y el plasmido BABE digerido se ligan con ADN ligasa T4 (d) y se corre nuevamente un gel de

integridad para purificar los plasmidos ligados (e).

2.5.3 Transformacion de bacterias XL-Blue

Para la amplificacion de las ligaciones obtenidas se realizd la transformacion de bacterias XL-Blue
mediante choque térmico (42°C) con 30 ng de cada tipo plasmido ligado [Fig. 2.4a]; se incubaron

con 400 ml de medio LB a 37°C durante 30 minutos (en agitacion), se centrifugd a 13,000 rpm por

27




dos minutos y se desecho el sobrenadante. Con un asa de siembra se retiro el pellet y se esparcio
en una caja de Petri que contenia Ampicilina (se utilizé una caja de Petri para cada una de las
ligaciones) y se incubd a 37°C durante 24 horas [Fig. 2.4b]. Pasado el tiempo de incubacion, se
resembraron 5 colonias de bacterias de la caja de Petri en medio LB con Ampicilina a una

concentracion de 100 ug/mly se dejo a 37°C en agitacion durante 12 horas [Fig. 2.4c].

2.5.3.1 Purificaciony cuantificacion del plasmido

Para la purificacion de cada uno de los plasmidos obtenidos, se siguio el protocolo establecido por
el Kit de purificacion de ADN plasmidico de QIAGEN® (No. Ref. 12143) [Fig. 2.4d]. Finalmente, se midio

la concentracion de los plasmidos purificados en un equipo Qubit® 4.

I
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Figura 2.4 | Esquema de la amplificacién de plasmidos. Las bacterias XL-Blue fueron transformadas con cada uno de los plasmidos ligados por choque
térmico (a), posteriormente fueron sembradas en medio con ampicilina para su seleccion (b), para luego ser resembradas en medio LB con ampicilina para

su amplificacion (o) y, finalmente, los plasmidos fueron purificados (d).
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2.5.4 Cultivoy transfeccion de células NIH 3T3

Las células NIH 3T3 se descongelaron a bafo Maria, se transfirieron a un tubo Falcon de 15 mly se
les agregaron 10 ml de medio DMEM + suero BCS al 10% (al que se le llamard a partir de ahora
medio DB. Posteriormente, se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos y se desecho el
sobrenadante. Las células se resuspendieron en 10 ml de medio DBy se transfirieron a una caja de
Petri. Se incubaron a 37°Cy 5% de CO; hasta alcanzar el 60% de confluencia para realizar pases a

cajas nuevas y mantener la linea, ademas de criopreservar alicuotas con las células del pase 1.

2.5.4.1 Transfeccion de células

Pasado el tiempo de incubacidn, se sembraron un milldn de células en una placa de seis pozos [Fig.
2.5] (se realizo por duplicado, para un total de 12 pozos) y se les agregaron 2 ml de medio DB. Las
condiciones fueron las siguientes: a) pozo 1A solo contiene células y medio, funge como control
negativo ya que las células no fueron transfectadas; b) al pozo 1B se le anadid 1.5 ul de
Lipofectamina 3000 (No. de catdlogo L3000008, Invitrogen®) y ¢) a partir del pozo 2A se afadié una
concentracion de 800 ng de cada plasmido (dos pozos por tipo de pldsmido), asi como 1.5 ul de
Lipofectamina 3000. Posteriormente, se seleccionaron con Puromicina a 2 pg/ml por 2 dias de
tratamiento. Asi, los grupos experimentales son cinco: NIH 3T3 WILD TYPE (WT), NIH 3T3 +
CASSETTE, NIH 3T3 + A-RAS G12V,NIH 3T3 + £SRI y NIH 3T3 + £SRI Y537C.
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Figura 2.5 | Esquema de la transfeccidn de células. En una placa de é pozos se sembraron células con diferentes condiciones. En el pozo 1A s6lo se
sembraron células; en el pozo 1B se sembraron células con lipofectamina; a partir del pozo 2A se sembraron células con 800 ng de los distintos
plasmidos. Posteriormente, se seleccionaron con puromicina a 2ug/ml durante 48 horas, de tal manera que solo aquellas células que fueron

transfectadas exitosamente, sobrevivieron.

2.5.5 Ensayo de formacion de focos

El ensayo de formacion de focos (Focus Formation Assay) es una de las técnicas mas utilizadas para
evaluar el potencial oncogénico de un gen de manera /7 vitro. Consiste en a transfeccion de la linea
celular NIH 3T3 con el gen de interés, de tal manera que si este es un oncogén, dara como resultado
que las células pierdan la inhibicion por contacto y crezcan en multiples capas formando "7oc/"

(focos)®.

Para realizar este ensayo se sembraron 2 millones de células, por duplicado, de cada grupo
experimental en cajas de Petri con 7 ml de medio DB durante 21 dias, reemplazandose el medio
seqgun fuera necesario, de acuerdo al protocolo de Alvarez et al. (2014)8. Durante este tiempo se

esperod la formacion de foci.
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2.5.5.1 Tincion de células

Pasados los 21 dias, se aspiro el medio DB de las cajas de Petri y se realizaron dos lavados con PBS
frio. Las células se fijaron con 3 ml de metanol frio manteniendo la caja de Petri en hielo durante
10 minutos. Pasado ese tiempo, se retiro el cultivo del hielo, se aspird el metanol y se agregaron 3
ml de cristal violeta al 0.5% en 25% de metanol. Se incubd a temperatura ambiente durante 5
minutos. Posteriormente, se aspird la solucion de cristal violeta y se enjuagd con PBS hasta que no

desprendiera color. Se dejo secar toda la noche sin cubrirla.

2.6. Resultados y discusion

2.6.1 Trabajo de laboratorio

Al momento de comenzar con este proyecto, el Laboratorio Internacional de Investigacion sobre el
Genoma Humano acababa de ser establecido, por lo que aproximadamente el 80% de lo
presentado en este capitulo corresponde a la estandarizacion de técnicas y protocolos. Las técnicas

estandarizadas se listan a continuacion:

Geles de agarosa

Digestion y ligacion del plasmido BABE-puro y MA-RQ
Transformacién bacteriana con la cepa XL-Blue
Cultivo de células NIH 3T3

Transfeccion de células NIH 3T3 con plasmido BABE-puro

o U A W

Ensayo de formacion de focos

Debido a lo anterior, los resultados presentados a continuacion son preliminares, ya que se
requieren de mas réplicas para poder ser validados. Por la misma razon, los resultados obtenidos

no presentan analisis estadisticos.
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2.6.2 Ensayo de formacion de focos

En la Tabla 2.2 se presentan los resultados de la tincion de las células NIH 3T3 del ensayo de
formacion de focos (al que se le llamard a partir de ahora ensayo oncogénico). Las cajas tefiidas
muestran a simple vista que el unico grupo que formd foc/ es el K-RAS G12V. Por otro lado, las
cajas de WILD TYPE y CASSETTE presentan el comportamiento mas cercano entre ellas, mientras
que pareciera serque £SRI y £SRI Y537C se comportan de manera similar entre si; en estas ultimas

se observan mas espacios entre conglomeraciones que en las dos primeras.

Tabla 2.2 | Resultados de la tincion de células NIH 3T3.
WILD TYPE CASSETTE K-RAS G12V ESRI ESRI Y537/C

=

En cada columna se observan los grupos experimentales (por duplicado). Las dreas con mayor coloracion corresponden a conglomeraciones de células,
mientras que la presencia de /oc/solo es notable a simple vista en el grupo K-RAS G12V (correspondiente a los circulos mas obscuros).

En la Tabla 2.3 se presentan los resultados obtenidos del ensayo oncogénico a escala microscopica.
Durante la primera semana de experimento no se observan cambios evidentes en la confluencia
entre grupos. En la sequnda semana las cajas se encuentran al 100% de su capacidad y se puede
observar que las células comienzan a agruparse; especificamente, el grupo A-RAS G12Vy el grupo
ESRIY537C presentan una mayor confluencia celular con respecto al resto de grupos, lo cual indica
que se comportan de una manera similar. Para la tercera semana, en estos dos ultimos grupos se

observa la presencia de foc/ (correspondientes a los circulos mas obscuros en las imagenes). De
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manera general y de acuerdo con lo esperado, el grupo WILD TYPE y CASSETTE presentan
similitudes en su comportamiento; ademas, pareciera ser que el grupo £5R1 se comporta similar a

estos controles negativos.

La formacion de focien el grupo A-RAS G12V demuestra el funcionamiento del control positivo.
Asimismo, el hecho de que microscdpicamente se haya observado formacion de foc/en el grupo
ESRI Y537C, sugiere que esta mutacion puede tener un posible efecto oncogeénico en las células
NIH 3T3, ya que la pérdida de inhibicion por contacto y el crecimiento en multicapas, son efecto de
un oncogeén. Ademas, en los resultados de la tincion el Unico grupo al que se le puede observar la
formacion de foc/ a simple vista es el K-RAS G12V, lo que indica que, en este resultado, solo de

manera microscopica se puede observar la diferencia entre este grupo y £5#1 Y537C.
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Tabla 2.3 | Resultados del ensayo oncogénico en células NIH 3T3.

4x
1

20x

4x
2

20x

4x
3

20x

En cada columna se presentan los grupos experimentales y en cada fila los resultados de cada semana a un aumento 4xy 20x, respectivamente.
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2.7. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que A-RAS G12V es un oncogén funcional en
células NIH 3T3. Ademas, debido a que los grupos experimentales A-RAS G12Vy £SKI Y537C son
los Unicos que presentan formacion de foc/ en el ensayo oncogénico, se hipotetiza que la mutacion
Y537C tiene un efecto oncogénico en células NIH 3T3. Sin embargo, es necesaria la realizacion de

réplicas que permitan validar lo presentado en este trabajo.

De manera general, los resultados presentados en este estudio son preliminares, debido a que
aproximadamente el 80% del trabajo realizado fue hecho en la estandarizacion de técnicas y
protocolos. No obstante, durante este proceso fue posible la comprension de los protocolos,
ademas del aprendizaje de los distintos factores a considerar tanto en el cultivo y transfeccion

celular, como en el ensayo oncogénico.

2.8. Perspectivas

Se propone que, una vez validados los resultados, estas técnicas sean implementadas en células
melanociticas y de melanoma, para de esa manera poder conocer el papel que desempefia la

mutacion £SRI Y537C en el desarrollo y progresion de melanoma.

Asimismo, se propone la implementacion de experimentos complementarios, como lo serian
ensayos de proliferacion y ensayos de raspado celular (los cuales se describen en el Anexo |), asi
como la introduccion del factor E2, esto para identificar si la sobreestimulacién de esta hormona
puede influir en un aumento en la actividad del REa, lo que eventualmente podria ser de gran

ayuda como posible objetivo terapéutico.

Finalmente, se propone la implementacion de una camara digital en el microscopio empleado en
la observacion de las células, esto Unicamente con el fin de mejorar la resolucion de las fotografias

tomadas.
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Anexo |

Experimentos adicionales

Debido a que la gran parte del trabajo realizado en el area experimental corresponde a
estandarizacion de técnicas y protocolos, en esta seccion se describen otros experimentos
realizados para la evaluacion de la mutacion £5R7 Y537C, entre los cuales se encuentra una réplica
del ensayo de formacion de focos, asi como el inicio de la implementacion de ensayos de raspado
y proliferacion celular. Sin embargo, estos experimentos no forman parte de los resultados debido
a que los controles positivos y negativos no funcionaron correctamente, por lo cual todos estos

procesos son parte de la estandarizacion.

Al.1 Réplica de ensayo de formacion de focos

En la Tabla A1.1 se muestran los resultados de una réplica del ensayo oncogénico. Se presentan las
imagenes correspondientes a la tercera semana. Es esta réplica las células no lograron adherirse
por completo a la caja, razon por la cual se observan mas espacios entre ellas en todos los grupos
experimentales, asi como un cambio en su morfologia. Las células NIH 3T3 son adherentes, por lo
que la falta de esta capacidad puede ser debida a distintos factores, como, por ejemplo,
contaminacion en el medio, una recombinacion en el plasmido empleado para su transfeccion o

que se estén diferenciando.

En la Tabla Al.2 se pueden observar las cajas después de la tincion. EL grupo CASSETTE debia
comportarse similar al WT, pero presentd mayor desprendimiento de células. Una vez mas, fue
posible observar a simple vista la formacion de foc/en el grupo K-RASG12V. En el caso tanto de
ESRI como de £5R1 Y537C, la confluencia celular fue tanta, que no se logrd apreciar la formacion
de foci, debido al desprendimiento de las células. Asimismo, para este ensayo, se realizd una mejora

en la técnica para tomar las imagenes de las cajas tefidas.

Con la realizacion de este experimento, se puede afirmar nuevamente que A-RAS G12V es un
oncogen funcional en la linea celular NIH 3T3, mientras que no es posible determina esto para £SK1

Y537C, debido al desprendimiento celular.
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Tabla Al.1| Resultados de una réplica del ensayo oncogénico en células NIH 3T3.

Semana

WILD TYPE

CASSETTE

K-RAS G12V

ESKRI

ESRIY537C

4X

20X

En cada columna se presentan los grupos experimentales y se muestran los resultados de la tercera semana a 4xy 20x.

Tabla Al.2 | Resultados de la tincion de células NIH 3T3.

WILD TYPE

CASSETTE

K-RAS G12V

ESRI

ESRIY537C

En cada columna se observan los grupos experimentales (por duplicado). La presencia de foc/solo es notable a simple vista en el grupo A-RAS G12V

(correspondiente a los circulos mas obscuros) y se pueden observar zonas vacias, lo que corresponde al desprendimiento de células.




Al.2 Ensayo de raspado celular

Los ensayos de raspado (Wound Scratch Assay) son utilizados para evaluar la migracion y
proliferacion celular de células transfectadas, de tal manera que la velocidad de migracion celular
puede estar relacionada con la metastasis. EL ensayo consiste en sembrar las células transfectadas
y esperar a que formen una monocapa; posterior a ello, se raspa la caja con una punta de pipeta
estéril y se analiza la distancia que recorren las células para cerrar la ‘herida’ realizada y el tiempo

que les toma hacerlo®.

Para realizar este ensayo se sembraron, por duplicado, 50 millones de células de cada tipo de cepa
en una caja de Petri con 5 mL de medio DB. Las células se incubaron hasta que se adhirieron a la
caja y formaron una monocapa. Previamente, se dibujo al reverso de las cajas de Petri una
cuadricula con nueve cuadrantes (tres filas). Posteriormente, se removio el medio y se realizd un
raspado al centro de cada fila con una punta estéril de 200 pl; las cajas fueron lavadas con PBS'y
se les agregaron 5 mL de medio DB. La herida realizada fue monitoreada a las O h (el dia que se

realizo el raspado), 24 y 48 h a través de la toma de fotos de cada uno de los cuadrantes [Fig. A1.1].

Z cajas por cada grupo experimental
— 0 - 0 T O & 0 &
WT CASSETTE K-RASGIZ2V ESRI ESRIYS537C
\ )

Células Medio ey - B\
50M 3ml ‘

\*(_/

Toma de fotos de cada cuadrante 7

/LN :

Oh 24 h 48h

|

~
colLnng
oo W

Figura A1.1 | Representacién esquematica del ensayo de scratch. A la izquierda se presenta la disposicion de los grupos
experimentales. A la derecha se muestra la disposicion de los cuadrantes; la herida es realizada en el centro de cada fila
con una punta estéril (en azul).
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Cuantificacion de la distancia recorrida por las células

La longitud del raspado para los tres tiempos se analizd digitalmente con el software ImageJ [Fig.
A1.2]. A la imagen de cada cuadrante se le agrega una cuadricula; posteriormente se coloca una
linea que va de extremo a extremo de la herida, de tal manera que el software indica en una tabla
la longitud de dicha linea. Estas mediciones se promedian y se normalizan, ya que la longitud inicial

de cada grupo experimental es distinta.

io Compartir Vista j_ Imagel -
3% Cortar File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help Rar todo
) L] Wil Copiar ruta de acceso EL‘ ol ‘ @l-;' A ::t = | A| A | o || O\| Dey 4 | & | /’I ‘ ‘ >> cionar nada
G [2] Pecar acceso directa it ~ e lecddn
4 WT2jpg (25% - a 2| 4 Results

4160x2340 pixels; RGB; 37MB

File Edit Font Results
[area [Mean  [Min [Max  [Perim. [angle [Length |
1 461 149124 117 186.333 460 0 460

Figura A1.2 | Analisis de las distancias recorridas por las células utilizando ImageJ. La linea verde mide la distancia en pixeles (el
resultado se puede observar en a tabla a la derecha).

Resultados

En la Tabla A1.3 se presentan las imagenes de un solo cuadrante de cada grupo experimental; se
puede observar que, a las 24 h de haber hecho el raspado, las células casi han cerrado por completo
la herida, de tal manera que a las 48 h ya no es posible apreciarla. En la Figura A1.3 se muestran los
valores normalizados de las distancias recorridas por las células, lo cuales fueron obtenidos a partir
de analisis realizados a las imagenes tomadas en cada cuadrante utilizando ImageJ. Debido a que
el tamafio de la herida a las Oh en cada grupo experimental es distinto, se normalizd a 100; asi,

todos los grupos comienzan con el mismo valor, de tal manera que en la grafica se presenta el
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porcentaje de la longitud del raspado a cada tiempo. Se puede observar que todos los grupos
recorrieron distancias distintas, siendo CASSETTE el mas rapido; sin embargo, esto indica que no se
estd comportando como el grupo WT, lo que representa que el control negativo no esta
funcionando correctamente. En este ensayo, el grupo £SR recorrié una mayor distancia que el gen
portador de la mutacion. No se presentan resultados para A-#ASG12V debido a contaminacion en

el cultivo celular.

Como perspectiva esta reducir los tiempos en la captura de fotos, ya que la velocidad con que las
células cierran la herida es muy alta y, por lo tanto, no es posible apreciarla en los tiempos

establecidos en este ensayo.

TablaAl.3| Resultados del ensayo de raspado celular.
WIL TYPE 7 ASSETTE ESRI ’ S/PJ Y537C

Oh

24 h

48h

En cada columna se presentan los grupos experimentales y en cada fila los resultados al cabo de O h (es decir, al
momento de realizar la herida) a las 24 y 48 h.
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Figura A13 | Resultados del ensayo de raspado celular. Se presenta el porcentaje de la
longitud del raspado a las 0, 24 y 48. Las distancias fueron obtenidas de las fotos tomadas en
cada cuadrante y fueron normalizadas para su posterior comparacion.

Al.3 Ensayo de proliferacion celular

Se comenzd también con la implementacion de ensayos de proliferacion celular en presencia y
ausencia de E2. Para este ensayo se sembraron, por duplicado, 50 millones de células de cada tipo
de cepa en una caja de Petri con 5 mL de medio DB. Por otro lado, se realizd el mismo
procedimiento, pero ademas se les agrego a las cajas estrégeno (E2) a una concentracién de 10
nM/mL. En total se tuvieron 20 cajas, de las cuales 10 fueron cuantificadas 24 h después de
haberlas sembrado y las 10 restantes fueron cuantificadas 48 h después de la siembra [Fig. A1.4].

La cuantificacion celular se realizo utilizando camara de Neubauer.

Resultados

En la Figura ALS5 se muestran los resultados del ensayo de proliferacion. Se observa una
disminucion radical en el nimero de células. El grupo A-RAS G12V muestra una disminucion en su
proliferacion, mientras que WT y CASSETTE se comportan de manera contraria; incluso,
CASSETTE+E2 24 h muestra un mayor nimero de células que cualquier otro grupo. £SRI presenta
mayor proliferacion las 48 h en ausencia de E2, mientras que parece ser que £SRI Y537C en
presencia de E2 disminuye. El grupo £SRI Y537C 48 h no formo parte del ensayo debido a

contaminacion encontrada en la caja. Todo lo anterior indica que ningun control funciono
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correctamente, ademas de que las células murieron en gran cantidad, ya que en todos los grupos

la cantidad de células disminuyo.

2 cajas por cada grupo experimental
CASSETTE K-RASGI2V ESRT ESRIYS37C
|

Células Medio Células Medio

50M 3ml 50M 3ml
| \ J

|
Cuantificacion de 20 cajas CuaWcajas
10cajasa 10cajasa 10 cajas a 10 cajas a
24h 48h 24h 48h

Figura A1.4 | Representacion esquematica del ensayo de proliferacion celular.

®)

Numero de células (10

Figura AL5 | Ensayo de proliferacién. Cada barra representa el promedio de las cuantificaciones de cada caja.
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Anexo |l
Material complementario

use strict;

my @lines = ();s
my @miss = ();
my @campos = ();
my @info = ();
my @csq = ();

my @a = ();

my @b = ();

my @c = ()s

open (FILE, "<%file")
or die("I can't

@lines = <FILE>;

close(FILE);

for my $i (©..%#lines){
chomp ($lines[$i]);
if ($lines[$i] =~ m/missense\w\w/){

push (@miss, $lines[$i]);}}

my $j(9..5#miss){
@ = split(/\t/, $miss[$j]);
push (@campos,$a[7]);
@ = ()}
y $k (9..%#campos){
my $csq;
if( $campos[$k] =~ m/CSQ\=([*;1+)/ XM
$csq = $1; }
push (@info, $csq);
@ = ()}

y $m (5..%#info){
@c = split({/\|/, $info[$m]);
my @selected = ( $c[3]. $c[14]. $c[15]. %[
for my $att ( 6..%#selected }{
if( !defined( $selected[$att] ) ){
warn(

$selected[$att] - "'

1N1Clallic 181, D

¥
¥
push {j@csq, join{ " ", @selected ) );
@c = ():}
Figura A2.1 | Cddigo utilizado para extraer variantes ‘missense’. En este cddigo también se seleccionaron los campos

correspondientes al nombre del gen, la posicién del aminoacido que sufrio el cambio, el cambio producido, ID de COSMIC
y el ID de UniProtKB/Swiss-Prot.




use strict;

my $file

my $base

my $output ntes idp p. txt

my @cos = . my @ ,my @ID = (),my @variants

open (FILE,

or die ("no: %!
my @lineas = <FILE>;
chomp( @lineas );
close (FILE);

open( OUTPUT, ]
or die{ "no crear output: $!%wn"™ );
for my $i (©..3%#lineas){
my @fields = split( / /, $lineas[$i] );
if( defined( $fields[4] ) )
my $protein = “grep $fields[4] $base”;
if( $protein ne " ){
my @protein_lines = split( /\n/, $protein );
for my $protein line ( @protein lines )}{
y @protein_fields = split( /\t/, $protein_line);
if( $protein fields[2] == $fields[1] }{
print( $lineas[$i] . n" J;
print { OUTPUT ( $lineas[$i] . ) H

else{
print(
h

close( OUTPUT );

Figura A2.2 | Codigo utilizado para extraer variantes que interrumpieran sitios de fosforilacion. Se hizo una busqueda en
la base de fosforilacion de dbPTM, de tal manera que al final se obtuvo una lista de las variantes que cumplieran con los
filtros establecidos.
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u
u

strict;
warnings;

e
e

my $utils = 'h
my $utils2 =

my $lista final = o5 idphosp
my $output = "lista publicaciones

my @keywords = (
my @campos = ();
my $scores;

open{ INPUT, $lista final ) or die(
while{ <INPUT> }{

chomp( $_ );

push( @campos, $_ );

close( INPUT );

open{ OUTPUT, ">%output” } or die{ "Unable to open/create
print OUTPUT { "Gene_name\tNum_of_pubmed
foreach my $campo ( @campos ){
my @fields = split( / /, $campo );
my $searched name = $campo;
foreach my $keyword ( @keywords ){
my $search = $utils2;
$search =~ s/\_\_\_GENE\_\_\_/$fields[@]/;
$search =~ s/\ '\ KEYWORD\ \ %\ /$keyword/;
$search =~ s/\_\_\_AA\ \_\_/$fields[1]/;
my $web = $utils . &" . $search;
my $html = gx{wget --quiet --output-document=- $web};
$himl =~ m/\<Count\>(\d+)\<\/Count\>/;
my $count = $1;
$scores{ $campo } = $count;
sleep( 2 );
print( $searched name . "\t

}

foreach my $campo ( sort keys %scores ){
print OUTPUT ( $campo . . $scores{ $campo } .

Figura A2.3 | Cédiqgo utilizado para obtener el nimero de publicaciones de cada una de las variantes de la lista final.
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Figura A.4 | Mapa del plasmido BABE-puro con el inserto H-#AS G12V. Se muestra las enzimas que flanguean al
inserto: Bam Hl'y EcoRI.

46



Plasmid DNA Description:

The synthetic gene ESR1-207_cdna_p_c was assembled from synthetic
oligonucleotides and/or PCR products. The fragment was inserted into pMA-RQ.
The plasmid DNA was purified from transformed bacteria and concentration
determined by UV spectroscopy. The final construct was verified by sequencing.
The sequence congruence within the insertion sites was 100%.

5 g of the plasmid preparation were lyophilized for shipping.

Plasmid Map:

Hmnil[3826)
Scal(3707] «,
P (359T)
AmpR -~

/SH{361)
e Barmi (71}
o~ Notl{570y

1BAAECZC_ESR1-207_cdna_p_c_pMA-RQ
4141 bp

"ESR1-207_cdna_p_c
= Hirdlll[ 1382

" EL-Naol (1560

* Heol{ 1560

Col E1 origin -

Silf2181) —
EcoRI(Z165] ——=

Plasmid DNA Description:

The synthetic gene ESR1-207cdna_pcY537C was assembled from synthetic
aligonucleotides andfor PCR products. The fragment was inserted into pMA-RQ.
The plasmid DMA was purified from transformed bacteria and concentration
determined by UV spectroscopy. The final construct was verified by sequencing.
The sequence congruence within the insertion sites was 100%.

5 pg of the plasmid preparation were lyophilized for shipping.

Plasmid Map:
. |% /SH{36T)
15! = 1, - g 71y
Pl [3507) .  Noilf5T)

AmpR

1BAAECIC ESRI-I0Tcdna_peYSITC_ pMA-RO
dldibp

—ESR1-207cdna_peYS37C

- Hingllli 1392}
Col E1 origin -~ " ED=Mool{1560)
 Heol{1560)
SAZ181) — Y
EroRI2165) ——=

invitrogen

by Thermo Fisher Scientific

Quality Assurance Documentation: 18AAECZC
Ref No.: 2273748

Designation: E.coli K12 DH10B™ T1R

Gene Name: ESR1-207_cdna_p_c

Gene Size: 1800 bp

Vector backbone: pMA-RQ

Cloning sites: Sfil / Sfil

Quantity: ~5 pg Plasmid DNA

Note: Please dissolve lyophilized DMA in 50 pl distilled water or 10 mi
Tris-HCI {pH 8.0). We recommend sequence verification after each
transformation step.

Date: 17 February 2018

Carmen Billerbeck
Quality control

geneartsupport@thermofisher.com

invitrogen

by Thermo Fisher Scientific

www.thermofisher.com

Quality Assurance Documentation: 18BAAEC2C
Ref. No.: 2273749

Designation: E.coli K12 DH10B™ T1R

Gene Name: ESR1-207cdna_pcY537C

Gene Size: 1800 bp

Vector backbone: pMA-RQ

Cloning sites: Sfil 1 Sfil

Quantity: ~5 pg Plasmid DNA

Note: Please dissolve lyophilized DMA in 50 pl distilled water or 10 mM
Tris-HCI {pH 8.0). We recommend sequence verification after each
transformation step.

Date: 16 February 2018

Sarah Weingart

Quality control

www.thermofisher.com geneartsupport@thermofisher.com

Figura A2.5 | Mapa del plasmido MA-RQ con el inserto £SRIy £SRI Y537C, respectivamente. Se muestra especificaciones
de cada plasmido y se puede abservar que los insertos contienen las mismas enzimas de restriccion.
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