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1.- Introduccion

1.1.- Receptor de motilidad mediado por acido hialurénico (HMMR)

El receptor de la motilidad mediado por acido hialurénico (HMMR) también conocido
como CD168 o RHAMM es un gen codificante para proteina, cuya ubicacion
citogenética se encuentra en el cromosoma numero 5, en el brazo largo en el

segmento 34 (www.genecards.org). A nivel de RNA, lo encontramos con baja

expresion en distintas partes del organismo, por ejemplo: testiculos, regiones del

cerebro, musculo cardiaco, recto, placenta, entre otros (www.genecards.org).

La proteina codificada por HMMR funcionalmente esta involucrada en motilidad
celular (Turley, Noble, & Bourguignon, 2002a). Cuenta con 3 dominios: un dominio
correspondiente a la regién C terminal, el cual se asocia con el centrosoma; un
dominio de union al &cido hialurénico (IHABP), que puede estar involucrado en la
transformacion celular, desarrollo de metéstasis y en la regulacién de ERK; y un
dominio de unién correspondiente a la region N terminal, funcionalmente asociado

con BRCA1 (www.genecards.orq).

1.1.2- HMMR en céancer

Clinicamente, se ha reportado la sobreexpresion de HMMR en pacientes con
distintos tipos de céncer como: colon, mama, pancreas, ovario, entre otros
(www.proteinatlas.org). Una de las evidencias de esta sobreexpresion, la podemos
observar en un estudio (Cheng, Sato, Kohi, Koga, & Hirata, 2015) llevado a cabo en
pacientes con adenocarcinoma de pancreas, el cual muestra un ejemplo de la
expresion de HMMR en tejido sano de pancreas, comparado con tejido con cancer
de pancreas (Figural). Donde se observa una diferencia significativa de la expresion
de HMMR a nivel de RNAm, siendo mayor en las muestras de tejido de cancer de
pancreas. Al observar este mismo comportamiento indistintamente en cancer, se

sugiere que la sobreexpresion de HMMR es independiente del tipo de cancer.


http://www.genecards.org/
http://www.genecards.org/
http://www.genecards.org/
http://www.proteinatlas.org/
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Figura 1. Expresion de HMMR en cancer de pancreas y tejido sano. En la Figura observamos los
niveles de RNAm de HMMR en tejido sano de pancreas y tejido de cancer de pancreas, en donde se

observa una sobreexpresién de HMMR en cancer de pancreas. (Cheng et al., 2015)

Se ha identificado que la sobreexpresion de HMMR esta asociada con mal
prondstico a la supervivencia, metastasis y progresion del cancer. En este altimo,
se ha observado la correlacion de la expresiéon de HMMR con el estadio tumoral,
mientras que, en la metéstasis, la sobreexpresion de HMMR se correlaciona con
una mayor migracién e invasion celular. (Buttermore et al., 2017) (Mele et al., 2017a)
(Abetamann, Kern, & Elsasser, 1996).

Por otro lado, a partir de la asociacion que tiene la expresion de HMMR con la
supervivencia, se ha reportado el impacto prondstico de ésta. Un ejemplo es en
cancer gastrico, en donde se observo que aquellos pacientes con sobreexpresion
de HMMR, tenian un porcentaje de supervivencia significativamente menor (Figura

2) comparado con aquellos en los que se encontraba una baja expresion.

Ademas, existia una correlacion con las caracteristicas clinico patoldgicas en donde
aguellos pacientes con sobreexpresion de HMMR, presentaron invasion tumoral y

desarrollo de metéastasis a ganglios linfaticos (Ishigami et al., 2011).
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Figura 2. Expresion de HMMR tiene impacto en la supervivencia. En la Figura se observa una Grafica
de Kaplan-Meier donde muestra diferencia significativa, y se observa menor supervivencia en aquellos

pacientes con mayor expresion de HMMR (Ishigami et al., 2011)

1.1.3.- Mecanismo de sefializacion de HMMR

Podemos encontrar a HMMR en distintos compartimentos, los cuales, incluyen la
superficie celular e intracelular (Maxwell et al., 2003). Dependiendo el sitio donde
se encuentre localizado, sera la funcion que lleve a cabo y las proteinas con las que

va a interactuar, (Figura 3).

HMMR intracelular lo podemos ubicar tanto en el citoplasma como en el ndcleo, y
se ha observado que predomina en citoplasma (Maxwell et al., 2011). En el
citoplasma, HMMR interactia con el complejo ERK/MEK mediante su extremo
amino terminal, posteriormente se lleva a cabo la unién con tubulina, en donde las
MAPK fosforilan a proteinas asociadas a tubulina que regulan la dindmica de los
microtubulos, promoviendo inestabilidad dinamica de la interfase de los

microtubulos (Tolg et al., 2010).

En el nucleo, existe la interaccion entre las proteinas TPX2 y HMMR, de manera
directa mediante el amino terminal y de manera indirecta mediante su secuencia
carboxilo terminal, la cual, promueve el ensamblaje de los microtubulos para la

formacion del huso mitético (Chen et al., 2014).

10
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Figura 3. Mecanismo de sefializacion HMMR en cancer. En la Figura observamos el mecanismo
de HMMR tanto intracelular como en la superficie celular. Intracelularmente HMMR al interactuar con
ERK y MEK proveera propiedades de polaridad y migracion celular, mientras que, en la superficie

celular desencadena vias de sefializacion implicadas en la motilidad y proliferacion celular.

Por otra parte, HMMR se puede exportar a la superficie celular mediante
mecanismos no convencionales, ya que esta proteina carece de secuencias de
sefalizacion para exportacion extracelular; sin embargo, estos mecanismos aun no

han sido descritos con claridad (Radisky, Stallings-Mann, Hirai, & Bissell, 2009).

En la superficie celular, HMMR interactia con HA (Acido Hialurénico), uno de los
principales componentes de la matriz extracelular, el cual, se encuentra en
cantidades elevadas durante el desarrollo fetal (Tammi et al., 2008) y la cicatrizacion
de heridas (Sironen et al., 2011). HA interactia con CD44 (glicoproteina asociada a
la adhesién celular), esta interaccion va a mediar la activacién de Src (necesaria
para la motilidad celular) y de la proteina tirosina quinasa, que a su vez,
desencadena la cascada de sefalizacion de MEK1/ERK1,2 (complejo de proteinas
cinasas) como consecuencia de la fosforilacion de éstas proteinas. La activacion
de estas cascadas de sefializacién se ve implicada en la motilidad, proliferacién e

invasion celular (Turley et al., 2002a).
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1.2.- Mecanismo de silenciamiento de genes mediante RNA de interferencia

El RNA de interferencia es un mecanismo celular endégeno en el cual, a partir de
un RNA de doble hebra se lleva a cabo el silenciamiento de genes a nivel
postranscripcional, mediante la complementariedad de un RNA pequefio (como los
SiRNA y los miRNA) con el RNAm blanco (Heigwer, Port, & Boutros, 2018).

Para que se lleve a cabo el silenciamiento génico, el RNA de doble hebra es
procesado a RNA pequefio (cuya longitud aproximada es de 21-26 nucledtidos) por
la ribonucleasa de tipo Il “Dicer”. Estos RNA pequefios se unen al complejo RISC,
compuesto por TRBP y Ago2; en donde la cadena anti-sentido del RNA pequefio,
funge como guia para la union mediante complementariedad de bases con el RNAmM
blanco induciendo asi la represion transcripcional. (Naqvi, Islam, Choudhury, &
Hagq., 2009).

Existen distintas clases de RNA pequefios no codificantes con la capacidad de
inducir silenciamiento génico, entre los mas conocidos podemos encontrar a los
siRNA (“small interference RNA”) y a los miRNA (microRNA), cuyas principales

diferencias radican en:

e Sus precursores — los siRNA provienen generalmente de moléculas de RNA
duplex, mientras que los miRNA son principalmente procesados a partir de
transcritos en horquilla.

e El numero de RNA pequefos que se forman — cada siRNA precursor genera
mas de un siRNA duplex, mientras que, para el miRNA, a partir de cada
molécula precursora de horquilla Unicamente se genera un miRNA
(Ahmadzada, Reid, & McKenzie, 2018).

Tanto los siRNA como los miRNA son moléculas endbégenas, sin embargo, no es la
Gnica manera de inducir el silenciamiento génico, ya que es posible utilizar

moléculas exdgenas, siendo los short hairpin (ShRNA) un ejemplo de éstos.

12



1.2.1.- ShRNA (Short hairpin RNA)

Como su nombre lo indica, éste es un RNA de horquilla corta, generado dentro de
la célula mediante un vector plasmidico. Los ShRNA consisten de dos secuencias
de RNA complementarias de 19-22 pb, unidas por una horquilla de 4-11 nucleétidos;
que al igual que el RNA de interferencia, utiliza a RISC como mecanismo celular
para la degradacion del RNAm blanco (Moore, Guthrie, Huang, & Taxman, 2010).

Existen multiples referencias asociadas al uso de los ShRNA, entre ellos: objetivos
terapéuticos para distintas enfermedades, regulacion del ciclo celular, estudios de
ingenieria y biotecnoldgicos, estudio de funcion de genes, entre otros. (Abdolhamid,
Sahar & Sepideh, 2016)

Una de las ventajas que posee un ShRNA es que los efectos del RNA de
interferencia sean mas prolongados y de mayor eficiencia al utilizar la maquinaria
enddgena de la célula y ser especificas a la secuencia del RNAm blanco. (Rao,

Vorhies, Senzer, & Nemunaitis, 2009).

1.3.- Expresion de HMMR en sujetos sanos

En el grupo de investigacion, se llevd a cabo un analisis masivo de transcriptoma
en el que se evaluo la expresion del gen HMMR en sujetos sanos (linfocitos B) y en
pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda B, en donde se obtuvo una p con valor
de 9.38x10'* y una razén de cambio de 2.15. Como se observa en la Figura 4,
existe una diferencia significativa entre ambos grupos de estudio, en donde las
muestras de pacientes con Leucemia Linfoblastica Aguda B, presentaron el mismo
comportamiento que se ha reportado previamente en la literatura en muestras de
diferentes tipos de cancer (colon, mama, pancreas, ovario) en donde existe una

sobreexpresion de HMMR.

Posteriormente, se valido la expresion en 80 pacientes con leucemia linfoblastica
aguda B mediante RT-gPCR, datos que fueron analizados mediante la prueba
estadistica de Kaplan-Meier en donde se relaciono la expresion de HMMR con la
mortalidad, dichos resultados se reportan en la Figura 5.

13
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Figura 4. Expresién de HMMR en muestras de ALL. En la Figura se muestra el resultado de
microarreglos de expresion de HMMR en células de pacientes con ALL, en donde los pacientes

presentan una sobreexpresion en comparacion con la expresion de HMMR en linfocitos B (control).

En la Figura 5 se muestran los resultados de la evaluacion de la mortalidad asociada
a la expresiéon de HMMR. Para los valores de expresion, se asigné un punto de corte
con un valor de 0.37, a partir del cual, aquellos valores por arriba de este punto se
consideraron con sobreexpresion de HMMR, mientras que los valores por debajo
del punto de corte se consideraron de baja expresion de HMMR. Basandose en los
valores definidos por el punto de corte, se observdé que el porcentaje de
supervivencia de aquellos pacientes con sobreexpresion de HMMR, era
significativamente menor (p=0.007), respecto a aquellos pacientes con baja
expresion de HMMR.

14
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Figura 5. Grafico de Kaplan-Meier del efecto de la expresion de HMMR en la mortalidad. En esta Figura

se muestra la relacion de la expresion de HMMR y la mortalidad en un grupo de 80 pacientes con leucemia
linfoblastica aguda B, evaluados mediante qPCR. Se observa que la supervivencia es menor para aquellos
pacientes con mayor expresion de HMMR.

Dichos resultados nos permiten concluir que existe una relacién positiva de la
expresion de HMMR con la supervivencia de los pacientes, en donde ésta se vera
afectada si existe una sobreexpresion de HMMR. Por otra parte, estos resultados

sugieren a HMMR también como un potencial marcador prondstico.

15



2.- Justificacion

El HMMR es un gen codificante para proteina, el cual se encuentra en distintas
partes del organismo con baja expresion. No obstante, la sobreexpresion de HMMR
se ha identificado en distintos tipos de cancer, y ésta se ha asociado a invasion
tumoral, metéstasis y menor porcentaje de supervivencia, teniendo como
consecuencia un pronéstico adverso para los pacientes. Por lo que, la
sobreexpresion de HMMR se relaciona con la mortalidad y se ha propuesto a HMMR

como un marcador prondstico.

A pesar de que, se ha descrito un mecanismo general mediante el cual HMMR
actla, se desconocen aquellos genes asociados a éste y su regulacién génica. Una
estrategia para conocer el perfil de expresidén asociado a este gen es abatiendo su
expresion. Por lo tanto, se debe de establecer un modelo de inhibicion estable para
HMMR.

3.- Hipotesis

La inhibicién de la expresion de HMMR en células transformadas, mostrara una

disminucion en la viabilidad y migracion celular.

4.- Objetivos

Objetivo general

Determinar el efecto funcional de inhibicion de la expresién de HMMR en células

transformadas.

Objetivos particulares

e Desarrollar un modelo estable de inhibicion de HMMR.

e Evaluar la inhibicion de HMMR y los efectos funcionales (viabilidad y

migracion celular) en las células transformadas.

16



5.- Materiales y métodos

5.1 Determinacion del modelo experimental

Para determinar el modelo experimental, se evalué de manera cuantitativa la
expresion de HMMR en 22 lineas celulares las cuales se encontraban disponibles

en el laboratorio.

5.1.1.-Extraccion RNA

Para la extraccion de RNA se utilizé el kit RNAeasy (Qiagen, Valencia, CA, USA).
En primer lugar, se lavaron las células (Tabla 1) con PBS 1x, se adicionaron
600uL del buffer de lisis RLT y se colocaron las células en el Tissuelyser (Qiagen,
Valencia, CA, USA) 2 min. /25 Hertz. Se adicioné etanol del 70-75% en una
relacion de 1:1 y se transfirié a la columna en donde se adicion6 buffer RW1y se
llevaron a cabo 2 lavados con buffer RPE centrifugando a 10,000 rpm durante 2
min. Para eluir se utilizé un total de 40ul de H20 libre de RNAsa y se calent6 a
60°C durante 10 min.

La cuantificacion del RNA se llevé a cabo en el Nanodrop (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).

5.1.2.-Sintesis cDNA para PCR

Para la sintesis de cDNA, primero el RNA se trat6 con: 1uL Buffer 10x, 1U de DNAsa
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), y agua DEPC (cbp 10uL de
reaccion), y se incubé a 37°C por 30 min. Una vez transcurrido el tiempo, se retiraron

los tubos y se adicion6 1uL de EDTA 50mM, se incubaron a 65°C por 10 minutos.

Posteriormente se adicionaron los componentes para la sintesis de cDNA
(concentracion final de 50ng/uL). A cada reaccién se adicioné: 1.5 uL de agua DEPC
(para completar un volumen final de 20uL), 4uL de 5x reaction buffer, 2uL de dNTPs
10mM (concentracion final de 1mM), 100pmol random hexamers, 10U

17



RibolackRNAse inhibitor, RNA previamente tratado con DNAsa y 200U de Revertaid
Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) , se
homogeneizaron y se continud con el siguiente ciclaje: 25°C — 10 min, 42°C — 60
min, 72°C — 10 min. (1 ciclo).

5.1.3 PCR punto final

Para evaluar la integridad del cDNA sintetizado se llevé a cabo la preparacion de un
master mix (1X) el cual contenia: 4.5 uL de agua DEPC, 7.5uL de mix de KAPA2G
(Kapa Biosystems Inc., Wilmington, MA, USA) y 1uL de primers Forward y Reverse
(0.5uM).

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos para evaluacion de integridad de cDNA
mediante PCR punto final

Housekeeping Secuencia Tm Tamafo
(°C) (pb)
RPL4 FW 5" CGAATGAGAGCTGGCAAAGGCAAA J 60 243
RPL4 RV 5" ACGCCAAGTGCCGTACAATTCATC 3 60 243
RPS18 FW 5" AATCCACGCCAGTACAAGATCCCA 3 60 240
RPS18 RV 5TTTCTTCTTGGACACACCCACGGT 3 60 240

A cada reaccion se adicioné cDNA a una concentracion final de 25 ng/uL, se
homogeneizo y se llevo las muestras al termociclador PCR System cycler (Applied
Biosystem Inc, California, USA), bajo las siguientes condiciones: pre-
desnaturalizacion 95°C — 3 min, 38 ciclos con las siguiente temperaturas 95°C — 15
seg., tm: 60°C — 15 seq, 72°C — 15 seg. y una extencion final de 72°C — 5 min.

Se llevo a cabo la evaluacion del amplificado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 2% tefnido con Bromuro de Etidio. El gel se corrio a 85 volts durante 35

min.
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5.1.4.- Evaluacion de la expresion de HMMR en lineas celulares transformadas

Para evaluar la expresion de HMMR en las lineas celulares, se llevé a cabo la
preparacion de un master mix (1X) el cual contenia: 4.5 uL de agua DEPC, 7.5uL
de mix de KAPA2G (Kapa Biosystems Inc., Wilmington, MA, USA) y 1uL de primers
Forward y Reverse (0.5uM).

Tabla 2. Secuencias de oligonucleétidos para evaluacion de expresiéon de HMMR
mediante PCR punto final

Primers Tm Tamaho
Secuencia
HMMR (°C) (pb)
FW 5 -GCGTTAACAGCCAGTGAGATAG-3 58 98
RV 5 -TGCTGAACATCCTCTGCA-3° 58 98

A cada reaccion se adiciond6 cDNA a una concentraciéon final de 25 ng/uL, se
homogeneizo y se llevo las muestras al termociclador PCR System cycler (Applied
Biosystem Inc, California, USA), bajo las siguientes condiciones: pre-
desnaturalizacion 95°C — 3min, 38 ciclos con las siguiente temperaturas 95°C — 15
seg, tm: 58°C — 15 seg, 72°C — 15 seg. y una extencion final de 72°C — 5 min.

Se llevo a cabo la evaluacion de la expresion de HMMR en las lineas celulares
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% tefiido con Bromuro de Etidio. El
gel se corri6 a 85 volts durante 35 min.

5.1.5.- RT-PCR en tiempo real

Con el fin de realizar una cuantificacion relativa de la expresion de HMMR en las
lineas celulares, se llevo a cabo RT-PCR en tiempo real, utilizando 5 ng de cDNA 'y
un master mix (1X) en el cual se adicionaron: 2 uL de agua DEPC, 7.5 uL de Sybr
green (Kapa Biosystems Inc., Wilmington, MA, USA) (concentracion final de

2.5mM), 0.5 uL de Primers (concentracion final de 10um)
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Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos para gPCR en tiempo real.

; _ Tm Tamafno
Primers Secuencia .

(°C) (pb)

RPS18 gpcr FW | 5"CAGCCAGGTCCTAGCCAATG 3 60 82
RPS18 gpcr RV | 5"CCATCTATGGGCCCGAATCT 3 60 82

5 GCGTTAACAGCCAGTGAGATAG

HMMR FW 3 60 98
HMMR RV 5 TGCTGAACATCCTCTGCA3 60 98

Las muestras fueron llevadas al termociclador Step One Real-Time PCR System
(Applied Biosystem Inc, California, USA), y se evaluaron bajo las siguientes
condiciones: pre-desnaturalizacién de 95°C -10 min. 40 ciclos con las siguientes
temperaturas: 95°C -15 seg., tm 60°C — 30 seg., desnaturalizacién 95°C — 15 seg.,

y curva melt 52°C — 1 min.

5.2 Bacterias competentes

Se comenzo con un precultivo a partir de bacterias E. coli Top10. Se adicionaron 10
uL de las bacterias en solucion 1(Anexo 1a) a un tubo con 25 mL de medio LB (tubo
“‘A”) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), y 10 uL a una caja Petri con
medio LB y LB mas el antibiético de seleccidén, Kanamicina (Sigma, CA, USA). Se

incubaron a 37°C por 16 hrs, con una agitacién de 3000rpmp.

Una vez transcurrido el tiempo y verificado que no hubiera crecimiento en la placa
con el medio LB + el antibiético LB se procedi6 al cultivo. Se hicieron dos alicuotas,
las cuales, cada una contenia: 200uL del tubo “A” y 30mL de medio LB. Se incubo
a 37°C a 250 rpm, durante 3 hrs. Una vez transcurrido este tiempo, se midi6 la
absorbancia en un espectrofotometro a una longitud de onda de 595nm, hasta
obtener una densidad 6ptica entre 0.375 y 0.5 nm, lo cual nos indicaria que se tenia

la cantidad suficiente de bacterias para llevar a cabo la competencia.
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Una vez obtenida la densidad 6ptica deseada, se incubaron 15 minutos en hielo, se
centrifugd a 4000rpm durante 10 minutos a 4°C, se decanto el sobrenadante y se
resuspendio el botén en medio LB , se adicionaron 4 mL de la solucion 1 y se
homogeneizo, se incub6 en hielo durante 15 minutos, se centrifugd nuevamente a
4000 rpm durante 10 minutos a 4°C, se decanto el sobrenadante y se resuspendio
el pellet, se adicionaron 2mL de la solucién 2 (Anexo 1b), se homogeneizd y se

hicieron alicuotas de 50 uL.

5.2.1.- Transformacién bacteriana

Se transfirieron 3 uL del vector de interés (4 interferentes, un scramble, y un vector
vacio obtenido de OriGene Co. (Rockville, USA) a 50 uL de bacterias competentes,
se homogeneizd y se incub6 durante 5 minutos a 4°C. Posteriormente, se incub6 a
42°C durante 45 segundos y a 4°C durante 5 minutos. Se adicion6 1 mL de medio
LB y se incubd a 37°C durante 90 minutos a 300rpm. Con el fin de obtener colonias
aisladas, se realizaron diluciones 1/10 y 1/100 en medio LB y se sembro en placa

con medio LB y LB+Kanamicina y se incubaron a 37°C durante una noche.

En esterilidad, se tom6 una colonia aislada de cada caja de las diluciones 1/100 con
medio LB+Kanamicina y se crecio en un tubo con 8mL de medio LB+Kanamicina, a
37°C durante 16 hrs. Las bacterias transformadas se conservaron a -70°C en
crioviales los cuales contenian 500uL de éstas y 500uL de una mezcla de

glicerol/agua al 50%.
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A

*RC: reverse complement

Figura 6. Vector de expresion. El vector de expresion de ShRNA para la inhibiciéon de HMMR cuenta
con un promotor U6 para la expresion del ShRNA, una etiqueta de puromicina (antibiético de
seleccion para la transfeccion), secuencia 3'LTR (para empaquetado de particulas retrovirales),

etiqueta GFP (proteina verde fluorescente para evidenciar la transfeccién), etiqueta de kanamicina.

5.2.2.- Extraccion DNA plasmidico

La extraccion de DNA plasmidico se llevo a cabo con el kit: Roti-PrepPlasmid Mini-

CL ROTH (Qiagen, Valencia, CA, USA). De forma breve se describe a continuacion.

Se centrifugé un tubo falcon con 5 mL de las bacterias transformadas, a 4000 rpm
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se decant6 el sobrenadante y se
resuspendio el pellet con el medio restante. Se realiz6 un lavado con 2 mL de medio
LB+Kanamicina centrifugando a 4000 rpm durante 10 minutos a temperatura
ambiente, y se decant6 el sobrenadante y resuspendio el pellet.

Se adicionaron 550 uL de buffer RB y se homogeneizé. Se adicionaron 550 uL de
buffer de lisis y se mezcl6 por inversion 10 veces. Se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se adiciono 750 uL de buffer de neutralizacion y se invirtio

nuevamente 10 veces.
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Se centrifugd a 14000rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. Del
sobrenadante obtenido se adicion6 a la columna de filtracion y lo recolectado en el
tubo de lavado se centrifug6 a 12,000rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente;

el sobrenadante obtenido se decant6.

Se adicionaron 650 uL de buffer de lavado PA en la columnay se centrifugé a 12,000

rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente.

Se adicionaron 750 uL de buffer de lavado PB en la columna y nuevamente se
centrifugd a 12,000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente. Posteriormente

se centrifugd en seco a 14,000 rpm durante 2 minutos a temperatura ambiente

Se llevo a cabo elucion de la columna con agua a 60°C y se incubd el sobrenadante
durante 5 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se centrifugé a 8,000
rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente. El sobrenadante obtenido es el DNA,
el cual se cuantificé en nanodrop (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Se llevo a cabo una segunda extraccion, con el kit: Plasmid Plus Midi Kit (Qiagen,
Valencia, CA, USA). Para esta extraccion, se centrifug6 a 3500 rpm/15 min/ 4°C un
tubo falcon con bacterias transformadas en medio LB + kanamicina. Posteriormente
se decantd el sobrenadante, se adicion6 1 mL de medio LB + kanamicina y se

homogeneizo.

Se centrifugd a 3500 rpm/15 min/ 4°C, se decant0 el sobrenadante y se adicionaron
2 mL de medio LB + kanamicina. Se centrifug6é a 3500 rpm/5 min/ 4°C, se adicion6
4mL de Buffer P1 y se resuspendi6 el pellet. Se adicionaron 4 mL de Buffer P2, se

homogeneizo por inversion (x20).

Al lisado se le adicionaron 4mL de Buffer s3 y se invirti6 6 veces, se transfirié a
Qiafilter Cartridge y se incubé durante 10 min. a temperatura ambiente.
Posteriormente el lisado se filtré a un tubo falcon, se adicionaron 2 mL del Buffer BB
y se invirtié el tubo 6 veces. El lisado se transfirié a una columna y se centrifugé a
13,000 rpm/1min eliminando posteriormente el sobrenadante. Se adicionaron 700uL
del Buffer ETR y se centrifugé a 13,000 rpm/1min eliminando posteriormente el

sobrenadante.
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Se adicionaron 700uL del Buffer PE, se centrifugd a 13,000 rpm/1min eliminando
posteriormente el sobrenadante y se centrifugé a 13,000 rpm/1min en seco. Se
transfirid la columna a un tubo eppendorf de 1.5mL, se adicionaron 75uL de Buffer
EB a 60°C, se incubd 5 min. a temperatura ambiente y se centrifugé a maxima
velocidad durante 1 min. *Este paso se repiti6 una vez mas. El sobrenadante
obtenido es el DNA, el cual se cuantific6 en nanodrop (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA)

5.3.-Cultivo celular

Se llevé a cabo el cultivo de las células HEK-293. Se crecieron en medio DMEM
suplementado con suero fetal bovino (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) al 10% + 1mL de penicilina-estreptomicina (100 U/ml, ATCC) por cada
100 mL de medio. Se incubaron a 37°C y 5% CO:a.

5.4.- Western Blot (WB)

Para llevar a cabo el WB es necesario tener proteina, por lo que el primer paso fue
llevar a cabo lisis celular y la extraccion de la proteina. Se realizdé un conteo del
namero de células a las que se les extraeria la proteina, para determinar la cantidad
de buffer de lisis necesaria, siguiendo la relacion de 10, 000,000 células por 1 mL

de Buffer de lisis.

Posteriormente estas células, suspendidas en PBS, se centrifugaron a 1,500 rpm
durante 5 min. Se retiré el PBS por decantado y se resuspendié el pellet en un buffer
de lisis (Anexo 1c), el volumen en el cual se resuspende, varia dependiendo del
ndamero de células que se tenian. Se incubo en hielo y se dio vortex por 30 seg.
cada 5 min, durante 1 hr. Se centrifugd 12,000 rpm durante 20 min, a 4°C y se

conservo la suspension.

Posteriormente se llevo a cabo la cuantificacion de proteinas mediante el método
de Lowry (DC Protein Assay Kit.) (BIO-RAD, CA, USA). Una vez que se tiene la
proteina, el primer paso es llevar a cabo una electroforesis en un gel al 10% (Anexo
2a).
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Para la preparacion de la proteina que se cargo en los geles, se adiciond en un tubo
eppendorf 1/5 Buffer de carga (5uL B-mercapto por cada 100uL buffer de carga) con
relacion a la cantidad de proteina que se utilizd (40ug), se hirvié durante 5 min y
posteriormente se colocé 1 min en hielo y se corri6 la electroforesis a 130V durante
2 hrs.

Una vez transcurrido el tiempo de electroforesis el gel se llevo a transferencia semi-
hameda. Para llevar a cabo esta transferencia, en primer lugar, se activd una
membrana de PVDF en metanol durante 1 min. Posteriormente se sumergid en
buffer de transferencia (Anexo 2b) los filtros, el gel de la electroforesis y la
membrana durante 15 min. Estos fueron colocados en el equipo de transferencia en
el siguiente orden: papel filtro, encima la membrana, encima el gel y por ultimo papel
filtro. La transferencia se llevé a cabo a 0.31A durante 40 min.

Una vez que las proteinas se encontraban en la membrana, ésta se bloque6 en
leche descremada al 5% (en tbs-tween 20) durante 30 min. Posteriormente la
membrana se incub6 con el anticuerpo diluido en leche descremada al 5% (en TBS-
tween 20) durante 16 hrs. Transcurrido el tiempo, se lavé la membrana con TBS-

tween (5 min. con 1 min. de agitacion vigorosa) 3 veces.

Se incubd la membrana con el anticuerpo secundario (dilucion en leche con tbs-
tween) durante 1 hr. Transcurrido el tiempo, se lavd la membrana con Ths-tween (5
min. con 1 min. de agitacion vigorosa) 3 veces. El complejo formado fue revelado

mediante quimioluminiscencia.

e Deteccion de GFP
Anticuerpo primario: Anti-tGFP clone OT12H8 ratén/monoclonal, dilucion 1:1000
Anticuerpo secundario: anti-mouse igG Alpaca No.cat. 5-035-214, dilucion 1:50,000
e Deteccion HMMR
Anticuerpo primario: anti-CD168 ab185728 conejo/policlonal Abcam, dilucion

1:2000
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Anticuerpo secundario: anti-rabbit sc-2357 Santa Cruz, dilucién: 1:5000
e Deteccion B-actina
Anticuerpo primario: sc-47778 raton/monoclonal, dilucién 1:1000
Anticuerpo secundario: anti-mouse igG Alpaca No.cat. 5-035-214, dilucion 1:50,000

Para la evaluacion de la expresion de proteina, se llevd a cabo un analisis
densitométrico utilizando el programa Quantity one, y a partir de los resultados

obtenidos se normalizo la expresion de HMMR contra la expresion de B-actina.

5.5.-Transfeccién

Se llevo a cabo la siembra de 900,000 células en paca de 6 pozos, con el fin de
tener a las 24 hrs una confluencia de 80%-90%. En un tubo estéril se preparé la

dilucion A, y en tubos independientes estériles se prepard la dilucion B.

Dilucion A:
Por pozo
Lipofectamina 3000 7.5uL
OptiMem 118 uL
Volumen Total 125 uL
Dilucion B:
OptiMem | P3000 2> g volumen
DNA T.
Sh1l (conc. = 809.4ng/uL) 116 uL 5uL 3.2uL 125 uL
Sh2 (conc. = 840.7ng/uL) 117 uL 5uL 3.0uL 125 uL
Sh3 (conc. = 2966.4ng/uL) 111 uL 5uL 9.0 uL 125 uL
Sh4 (conc. = 1020.9ng/uL) 114 uL 5uL 2.5uL 125 uL
Scr (conc. = 1752.3ng/uL) 105.7 uL 5uL 14.3 uL 125 uL
VV (conc. = 1799.7ng/uL) 106.8 uL 5uL 13.2 uL 125 uL
Cel+optimem-+lipofectamina 120 uL 5uL - 125 uL
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Ambas diluciones se incubaron por separado durante 5 min. a temperatura
ambiente, una vez transcurrido el tiempo se mezclé suavemente la dilucion “B” con

la dilucion “A” (solucién “C”) y se incubd 20 min. a temperatura ambiente.

Se retiré el medio de las células y se adicioné 250uL de la solucion “C” + OptiMem
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (cbp 2mL).

Se incubd durante 12 hrs a 37°C y 5% CO.. Se retiré el medio y se adicion6 medio
suplementado para restablecer el cultivo. Transcurrido las 24 hrs, se realizé un
cambio de medio por medio suplementado + Puromicina (Sigma, CA, USA) a una
concentracion de 1.5ug/mL (antibidtico de seleccion). Estas células se mantuvieron
en el medio suplementado con el antibiético, hasta que se tuvo una seleccion

cercana al 100% de las células transformadas.
5.6.- Ensayo MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol)

Se crecieron 35,000 células por pozo en una placa de 96 pozos (cada condicion se
realiz6 x8) con el fin de tener el 80-90% de confluencia a las 24 hrs. Una vez
transcurrido este tiempo y alcanzada la confluencia, se decanté la placa para retirar
el medio y se adicioné 100uL de PBS por pozo. Posteriormente se decanto el PBS,
se adiciondé 20uL de reactivo MTT (Sigma, CA, USA) por pozo y se incubd
4hrs/37°C.

Se decant6 el MTT y se lavé cada pozo con 200uL de PBS; se decantd el PBS y se
adicion6 100uL de DMSO (Sigma, CA, USA) por pozo, homogeneizando con la
punta de la pipeta. Se coloc6 en el homogeneizador durante 5min./ 4 revoluciones,
protegido de la luz; se incub6 10 min. a 37°c (protegido de la luz), se homogeneiz6
4 revoluciones/1min. y se leyd en el espectrofotbmetro SpectraMax plus384
(Molecular Devices, CA, USA) a 570nm.
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5.7.- Ensayo de la herida

Se crecieron 700,00 células por pozo en una placa de 6 pozos (para cada condicion:
Shl, Sh2, Sh3, Sh4, Scry VV, por triplicados) y a las 24 hrs se realiz6 una herida
en todo el diametro del pozo, con una punta de 200uL. Con una camara profesional
se tomaron fotografias de la herida al tiempo 0, 24hrs y 48 hrs, para posteriormente

tomar las medidas.

5.8. Andlisis estadistico.

Para la evaluacion de la expresion de RNA, proteinas y ensayo de la herida, los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Para su analisis se utilizé la prueba
estadistica t de student, los resultados se consideraron significativos con p<0.05y

nivel de confianza del 95%.

Para la evaluaciéon del ensayo MTT, se llevaron a cabo 8 réplicas del experimento.
El analisis estadistico que se utilizé fue mediante analisis de varianza (ANOVA), en
donde se considerd al control como el 100% de viabilidad. Los resultados se
consideraron significativos con p<0.05 y nivel de confianza del 95%.
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6.- Resultados

6.1 Determinacion del modelo experimental

En primer lugar, se buscaba determinar el modelo experimental de inhibicion de

HMMR, siendo éste una linea celular cuya expresion de HMMR fuera elevada, para

que de esta manera el silenciamiento fuera mas evidente. Para ello, se realiz6 la

sintesis de cDNA a partir de RNA mensajero de las lineas celulares que se

encontraban disponibles en el laboratorio, las cuales, se muestran en la siguiente

tabla.

Tabla 1. Lineas celulares de cancer

Linea celular

K-562

Daoy
SUP-B15
Jurkat
SwW480
HelLa
CCRF-CEM
MDA-MB-231
WERI-Rb-1

. HTR-8/SVneo

. SK-0V-3

. TOV-21g

. NIH:OVCAR-3

. TOV-II2D

. ES-2

. Hep G2

. RS4;11

. PC-3

. SH-SY5Y

. HEK-293

. SJICRH 30

. MCF7
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Origen

Leucemia Mieloide Crénica
Meduloblastoma

Leucemia Linfoblastica Aguda
Leucemia de células T
Adenocarcinoma colorectal
Adenocarcinoma de cérvix
Leucemia Linfoblastica Aguda
Adenocarcinoma de mama
Retinoblastoma

Trofoblasto de placenta
Adenocarcinoma de ovario
Adenocarcinoma de ovario
Adenocarcinoma de ovario
Adenocarcinoma de ovario
Carcinoma de células claras de ovario
Carcinoma hepatocelular
Leucemia Linfoblastica aguda
Adenocarcinoma de préstata
Neuroblastoma

Célula embrionaria de rifién
Rabdomiosarcoma

Adenocarcinoma de mama
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<La integridad del cDNA sintetizado fue evaluada utilizando dos genes constitutivos
(RPL4 Y RPS18). En la Figura 7 observamos que todas las muestras amplificaron
el gen RPL4, correspondiente a una banda en un peso aproximado de 243pb;
mientras que en la Figura 8 se observa la amplificacion del gen RPS18 en donde
las bandas obtenidas tienen un peso aproximado de 240pb. Esto nos permite
confirmar que nuestro cDNA puede ser amplificado y que puede ser utilizada para

evaluar la expresion de nuestro gen de interés.
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Figura 7. Expresion del gen constitutivo RPL4. Observamos la expresion de 22 lineas celulares,

con un peso aproximado de 243pb, evaluadas mediante Sybr Gold en un Gel de agarosa al 2%.
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Figura 8. . Expresién del gen constitutivo RPS18. En la Figura se muestra la expresion del gen
RPS18 en las 22 lineas celulares, con un peso aproximado de 240pb, evaluadas mediante bromuro

de etidio (agente intercalante) en un gel de agarosa al 2%.

6.1.2 Evaluacion HMMR en lineas celulares

Una vez comprobada la integridad de nuestras lineas celulares, se evalud la
expresion del gen de interés (HMMR), en las 22 lineas celulares, con el fin de
determinar cuales de éstas expresaban HMMR y asi determinar nuestro modelo
experimental. En la Figura 9 se observa que las 22 lineas celulares expresaron
HMMR. No obstante, se observan bandas mas intensas que otras, siendo mas
notoria esta diferencia entre la banda de la muestra 1 en comparacion con la banda
de la muestra 21. Sin embargo, por el método que utilizamos hasta ese momento
no era posible determinar con certeza que linea celular tiene mayor expresion de
HMMR.
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Figura 9. Expresion de HMMR. En esta Figura se muestra la expresion de HMMR en las 22 lineas
celulares, con un peso aproximado de 98 pb, evaluadas mediante bromuro de etidio en un gel de

agarosa al 2%.

Por lo que fue necesario obtener valores cuantitativos de expresion de HMMR,
usando RT-gPCR, y asi tener la linea celular con mayor expresion del gen. De todas
lineas celulares iniciales, se seleccionaron aquellas que fueran adherentes (HEK-
293, SW480, HeLa, MDA-MB231 y MCF-7), por factibilidad del trabajo. En la Figura
10 podemos observar la grafica de la expresion cuantitativa de mRNA de HMMR:
en el eje x , se encuentran las lineas celulares evaluadas y en el eje y, los valores
de la expresion relativa, normalizada respecto al gen constitutivo, RPS18. Como se
observa, la linea celular HEK-293, es la linea que presenta mayor expresion del gen
HMMR que el resto, por lo que se determind a ésta como modelo potencial de

inhibicion.

Expresion relativa
HMMR/ RPS18

»
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®
Lineas celulares

Figura 10. Expresidn cuantitativa de HMMR en lineas celulares. En la Figura podemos observar
la expresion de HMMR en 5 diferentes lineas celulares, siendo HEK-293 la linea celular con mayor

expresion relativa y MCF7 la de menor expresion.
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6.2.- Estrategia de silenciamiento

Para la obtencion del DNA plasmidico que contenia las secuencias de los
interferentes de HMMR (Sh1, Sh2, Sh3 y Sh4) y controles (Scr y VV) HMMR, se
realiz6 una transformacién bacteriana. Estos cuatro DNAs se utilizaron para
determinar cual de todos tenia la mayor eficiencia de silenciamiento. Para
determinar que la inhibicion de HMMR era especifica, se utilizé un scramble, el cual
contenia en el sitio multiple de clonacién una secuencia con las mismas bases que
el gen blanco pero en distinto orden, por lo tanto, no llevaria a cabo la
complementariedad de bases con el RNAm blanco y por consecuencia no existiria
una inhibicién en la expresion del gen; mientras que el vector vacio, no contenia

secuencias en su sitio maltiple de clonacion.

El vector con el que fueron transformadas las bacterias (Figura 6) les confiere
resistencia al antibiético kanamicina, asi que soélo aquellas bacterias transformadas
tuvieron la capacidad de crecer en el medio LB con antibiético, como podemos
observarlo en las imagenes (Anexo 3).

6.2.1 Transfeccion

Para realizar la transfeccién, el primer paso fue estandarizar tanto el nimero de
células que se requerian en un pozo de una placa de 6 pozos, para que a las 24 hrs
del ensayo se tuviera una confluencia del 80-90%; asi como la estandarizacion de
la concentracion del antibiético de seleccion, para determinar la concentracion letal
50 (CL50) de puromicina.

Primero se realizo la estandarizacion de células por pozo en una placa de 24 y 96
pozos, esto con el fin de poder realizar posteriormente una extrapolacion del nimero
de células que se requeririan en una placa de 6 pozos, en donde se realizaron
variaciones en el numero de células por pozo y se evaluaron a 3 tiempos distintos,

como se muestra en las tablas (Anexo 4a). Con estas estandarizaciones, se
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concluyo que el nimero de células a utilizar por pozo serian de 900,000 células para

la placa de 24 pozos y de 35,000 células para la placa 96 pozos.

Posteriormente, se realizo la estandarizacion de la concentracion del antibiotico de
seleccidon (puromicina) para las células transfectadas, en una placa de 96 pozos
utilizando 35,000 células por pozo y 6 concentraciones distintas. En la Figura 11, se
muestra en el eje x las concentraciones de puromicina utilizadas (ug/mL), mientras
que en el eje y se encuentra el porcentaje de viabilidad celular. La curva de
puromicina nos muestra que conforme se va incrementando la concentracion del
antibiotico, la viabilidad celular disminuye. Con este resultado se determind que la

concentracion de puromicina CL50 fue de 0.5ug/mL.

Curva de Puromicina
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Figura 11. Curva de puromicina en células HEK-293, evaluada mediante MTT. Valor aproximado

de la concentracion letal 50 (CL50) encontrado a una concentracion de 0.5 ug/mL.

Una vez que se llevd a cabo la estandarizacién del antibiético, se prosiguio con la

transfeccion.
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Para confirmar que se llevara a cabo la transfeccion, después de 4 dias se
observaron las células al microscopio confocal (Anexo 4b). En estas imagenes
podemos observar células con la etiqueta fluorescente de la proteina GFP indicando
que se llevd a cabo la transfeccion. Estas células se mantuvieron en medio con
puromicina, y al cabo de dos semanas se observaron al microscopio (Figura 12).
Los resultados revelaron que el 90% de las células eran fluorescentes, este quiere
decir que las células transfectadas proliferaron y se seleccionaron Unicamente
aquellas que tenian la etiqueta de GFP. El procedimiento anterior se realizdé de
forma individual para cada uno de los RNA interferentes (Shl, Sh2, Sh3, Sh4) y

controles (scramble, Scry vector vacio, VV).

Figura 12. Seleccién de células transfectadas. Células observadas en microscopio confocal a 20x,
seleccionadas con puromicina a una concentracion de 0.5 ug/mL. A) En la imagen observamos a las
células con el interferente Sh1l. B) Células con el interferente Sh2. C) Células con el interferente Sh3.

D) Células con el interferente Sh4. E) Células con el Scr. F) Células con el vector vacio.
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6.3.- Expresion de HMMR y su interferencia

Una vez confirmada la transfeccién de las células, se prosiguio con la evaluacion de
la expresion de HMMR, mediante RT-gPCR (a nivel de RNA) y western blot (a nivel

de proteina).

Para evaluar la expresion de HMMR a nivel de RNA mensajero, se utilizd el RNA
de las células transfectadas por cada uno de los 6 vectores de forma independiente
(Shl, Sh2, Sh3 y Sh4,, VV y Scr). Se cuantifico la expresion de HMMR mediante
RT-gPCR, utilizando el método 2-delta delta Ct, y se hicieron tres ensayos de forma
independientes.

Primero, se compar6 al Scr y al VV para definir que no existiera una diferencia
significativa entre estos, y una vez comprobado, se consideré al Scr el control
utilizado para comparar todas las condiciones experimentales. En la Figura 13
tenemos en el eje x las 6 condiciones, mientras que en el eje y tenemos la expresion
relativa. Se observa que entre el VV y el Scr no presentaron diferencias de expresion
de HMMR, en cambio, las células que expresaban los 4 RNA's interferentes si
presentaron una menor expresion de HMMR. Sin embargo, el interferente nimero
4 fue el Unico que tuvo una diferencia significativa de expresion, siendo esta de un

valor de p=0.0074 con un nivel de confianza del 95%.

A pesar de que graficamente es posible observar que, en comparacion con el Scr el
Sh3 también presenta diferencia en cuanto a la expresion, estadisticamente no
resulto significativa esta diferencia, lo cual puede deberse a la desviacidon que existe
entre los valores obtenidos por el triplicado de esta muestra.
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Figura 13. Expresion de RNA en células con HMMRI. En la Gréafica podemos observar la expresion
relativa de HMMR de los 4 interferentes (Sh1, Sh2, Sh3 y Sh4), en los cuatros casos, se observa
una menor expresion comparada contra el control (Scr), siendo el Sh4 el Unico interferente con

diferencia significativa (p=0.0074).

A nivel de proteina, se evaluo la expresion de HMMR teniendo como control de
carga a B-actina, y se llevé a cabo un andlisis densitométrico el cual nos permitié

obtener un valor cuantitativo de esta expresion.

En la Figura 14 podemos observar para las 6 condiciones y para HEK-293, la
expresion de un control de carga (B-actina) y de HMMR. La expresion de 3-actina
en todas las condiciones experimentales fue homogénea, mientras que para HMMR
la expresion fue variable. En esta uUltima observamos que tanto HEK-293 como el
Scr presentaron la mayor expresion de HMMR, mientras que la menor expresion fue

observada con el Sh4.
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Figura 14. Analisis por Western Blot de la expresion de HMMRI. En esta imagen
observamos la expresion del control de carga -actina con un peso aproximado de 43KDa y
de HMMR con un peso aproximado de 98KDa, en la linea celular HEK-293, 4 interferentes
(Shi, Sh2, Sh3 y Sh4), y en controles (Scry VV).

Para la evaluacién cuantitativa de la expresion de proteina de HMMR se hizo el
andlisis densitométrico de las bandas obtenidas para las diferentes variables
experimentales (Shl, Sh2, Sh3, Sh4, VV, Scr y HEK-293 sin tratamiento). En la
Figura 15 tenemos en el eje x las diversas condiciones en las que se evaluo la
expresion de proteina, y en el eje y la expresion relativa. Estadisticamente, no se
observé una diferencia significativa entre los 4 interferentes con respecto al Scr y
VV. Mientras que se observé una tendencia en la disminucién de la expresion para
los interferentes con respecto a las células sin tratamiento (HEK-293), aunque no
fue estadisticamente significativo. Es posible que no se haya obtenido esta
diferencia estadistica debido a la desviacién en los valores del triplicado para esta

muestra.
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Figura 15. Expresién proteica en células con HMMRI. En la Grafica podemos observar que HEK-293

presenta una expresion de proteina elevada en comparacion con el Scr, mientras que los interferentes tienen
una expresion similar a éste. Estadisticamente no existe diferencia significativa de la expresion entre las

variables. El ensayo fue realizado por triplicado.

6.4.- Evaluacion funcional de las células con menor cantidad de HMMR

Para determinar el impacto de la inhibicion de HMMR en la viabilidad celular, se

llevo a cabo el ensayo de MTT.

Se evalué la viabilidad celular de los 4 interferentes y de los dos controles, con 8
repeticiones cada uno y los resultados se compararon estadisticamente contra el
Scr. De igual forma gue los ensayos anteriores, se compararon el Scry el VV para
determinar si existia una diferencia significativa entre ambos, al no observarse
diferencias, se eligid al Scr como el control para evaluar el resto de las otras
condiciones experimentales. En la Figura 16 tenemos en el eje x las 6 condiciones
a las cuales se evalué la viabilidad celular, y en el eje y tenemos el porcentaje de
viabilidad celular. Podemos observar que los 4 interferentes tuvieron un porcentaje
de viabilidad menor que el control, con diferencia estadisticamente significativa;
siendo los interferentes 2 y 3, aquellos con mayor diferencia (p>0.0005) y por lo

tanto menor viabilidad celular.
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Figura 16. Viabilidad celular mediada por HMMRI. Analisis estadistico del porcentaje de viabilidad
celular de las 6 condiciones posteriores al silenciamiento, evaluado mediante MTT a las 24hrs. Se
observa que los 4 interferentes (Shl, Sh2, Sh3 y Sh4) presentan un porcentaje de viabilidad
significativamente menor que el control (Scr), para el cual los valores fueron los siguientes: Scr vs
Shl p=0.0012, Scr vs Sh2 p=0.0005, Scr vs Sh3 p=0.0005, Scr vs Sh4 p=0.0012.

Para determinar el impacto de la inhibicion HMMR en la migracion celular, se llevo
a cabo el ensayo de la herida, ensayo para el cual se obtuvieron mediciones de
cierre de herida a las 24 hrs y a las 48 hrs, por cada herida se promediaron 3
mediciones de distintos lugares de la herida y cada condicién se realiz6 por

triplicado.

En la Figura 17 se muestra la representacion del cierre de herida a lo largo de 48
hrs de cada condicion, en donde es posible observar que a las 48 hrs el interferente
namero 4 presento un cierre de herida de menor tamafio, lo cual nos indicé una
menor migracion celular. Sin embargo, no fue posible evaluar el cierre total de la
herida debido a que a las 72 hrs la confluencia fue mayor al 90%, ocasionando que

las células se despegaran y se perdiera el seguimiento de cierre de la herida.

En la Figura 18 tenemos en el eje x las condiciones para las cuales se evaluo la
migracion celular, y en el eje y tenemos la medicién del cierre de la herida en cm.
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Los resultados muestran que, a las 24 hrs de evaluacion, existié una diferencia de
los cuatro interferentes comparado con el Scr. Sin embargo, Unicamente el
interferente 1 y 2 presentaron una diferencia estadisticamente significativa,
atribuido probablemente a la desviacion que existio en los triplicados de cada una
de las mediciones de cada herida. A las 48 hrs el interferente 4 fue el Gnico que
presenta una diferencia estadisticamente significativa respecto al Scr. Se
esperaba que al alterar la expresion de HMMR las funciones de la célula tales
como migracion celular, se vieran afectadas; los resultados obtenidos coincidieron
con lo esperado, al observar que la velocidad de migracion de las células con los

interferentes fue mas lenta que para el grupo control.

Figura 17. Ensayo de herida. Cierre de herida mediante migracién celular de las 6 condiciones
evaluadas (Sh1l, Sh2, Sh3, Sh4, Scr, VV).
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Figura 18. Migracion celular mediada por HMMRI. Analisis estadistico de la migracion celular de las 6

condiciones posteriores al silenciamiento, evaluado mediante el ensayo de la herida a las 24 hrs y 72

hrs. A las 24 hrs se observa que los interferentes 1 y 2 presentan un cierre de herida significativamente

menor que el control (Scr vs Sh1 p=0.0185, Scr vs Sh2 p=0.0029). A las 48 hrs Gnicamente el interferente

4 presenta diferencia significativa de cierre de herida con un valor de p=0.0100 y un nivel de confianza

del 95%.

7.- Discusioén

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo
(“GICR - The Global Initiative for Cancer Registry Development,”) y en esta
enfermedad se han detectado diversos eventos gendémicos como mutaciones,
deleciones, modificaciones postraduccionales, entre otras (Chakravarthi, Nepal, &
Varambally, 2016) las cuales se ven involucradas en el desarrollo de esta

enfermedad.

En todas estas alteraciones moleculares, encontramos mdultiples genes
involucrados, y uno de ellos es HMMR. HMMR se ha visto asociado en procesos
como: proliferacion, migracion e invasion celular, en distintos tipos de cancer
incluido colon, mama, pancreas, ovario, entre otros (Turley et al., 2002a) (Mele et
al., 2017b) (Buttermore et al., 2017) . Sin embargo, en la mayoria de las neoplasias
se desconoce los mecanismos moleculares, por los cuales, HMMR es regulado y

esta regulando a otros genes.
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A nivel de RNA, se ha determinado la expresion de HMMR en distintas lineas
celulares de cancer, como se muestra en la base de datos de Protein Atlas. Sin
embargo, en la literatura no se encontraba reportada la expresion de todas las lineas
celulares con las que contdbamos en el grupo de laboratorio; por lo que evaluar
estas lineas mediante gPCR, nos permitié evidenciar que dentro del banco de lineas
celulares con el que contabamos en el laboratorio, HEK-293 era la linea celular con

mayor expresion.

La linea celular HEK-293 ha sido utilizada previamente como modelo para la
investigacion de propiedades oncogénicas y de transformacion celular asociada a
genes relacionados con cancer, asi como modelo para transfeccion al permitir un
ensayo estable (Ha et al., 2010) (Hamid, Malik, & Kakar, 2005) (Castiglioni et al.,
2006). Asimismo, es uno de los modelos mas usados para evidenciar la represion
0 expresidon génica de un gen de estudio y lograr elucidar los genes regulados por
el gen de interés. Como ejemplo, se encuentra un estudio en donde se analizaron
los perfiles de expresion génica en células HEK-293 que expresaban ERp, con el
fin de elucidar la funcion reguladora de genes de ER, lo que permitié identificar una
variedad de genes con expresion alterada (Zhao, Putnik, Gustafsson, & Dahlman-
Wright, 2009).

Una estrategia que permite llevar acabo la represion génica es cuando se tiene la
complementariedad total de las bases de la cadena guia con el RNA mensajero, sin
embargo, no es la Unica manera en la que puede ocurrir, ya que también puede
existir el emparejamiento parcial de los nucleétidos, como ocurre con la region
semilla (Bofill-De Ros & Gu, 2016).

En este proyecto se realiz6 la represion génica de HMMR mediante abatimiento por
short hairpin, nuestros resultados mostraron que la expresion de RNA posterior al
silenciamiento presenta variacion entre los 4 interferentes, asumiendo que la
variacion de expresion se debe a que cada interferente tiene distinta secuencia
genomica, se explicaria debido a que la complementariedad de sus bases con el
RNAmM de HMMR, no se llevara acabo de la misma manera, existiendo la posibilidad

de que la region semilla conste de un mayor niamero de nucleétidos para uno de los
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interferentes en comparacion con los otros, dando como resultado una mayor

represion transcripcional; siendo este el caso del Sh4.

Al tener una menor expresion de RNA con los interferentes, podria esperarse una
menor expresion de proteina, sin embargo, estadisticamente la expresion de
proteina no fue menor en comparacion con el Scr. En primera instancia si
observamos el western blot de HMMR de la Figura 14, observamos una disminucion
en la intensidad de las bandas correspondientes a los 4 interferentes (Shl, Sh2,
Sh3, Sh4), con respecto a el control (Scr). La intensidad observada en dichas
bandas corresponde a la expresion del gen HMMR, en donde una banda con menor
intensidad representa represion génica. Aun cuando la disminucion en la expresion
de proteina no fue estadisticamente significativa, esto puede sugerir que la
discrepancia entre los resultados observados en las bandas de WB y los resultados
estadisticos, se debe a una variacion en cuanto a la expresion detectada en los
triplicados del western blot mediante el analisis densitométrico. Aunado a ello, a
pesar de no contar con una disminucion estadisticamente significativa de la
expresion proteica de HMMR por su inhibicién, los datos de los ensayos celulares
nos indican que la inhibicion por HMMR esta alterando la viabilidad y migracion

celular, que a continuacién se discuten.

Estudios han reportado que la sefializacion de ERK puede promover la viabilidad
celular mediante diversos mecanismo, entre los cuales se encuentra: la inhibicion
de sefalizacion de apoptosis (Tran, Holmstrom, Ahonen, Kahari, & Eriksson, 2001)
y la regulacién de proteinas que promueven la supervivencia celular (Balmanno &
Cook, 2009). En este estudio, al evaluar la viabilidad de la linea celular HEK-29 con
HMMR silenciado con RNAs interferentes (Figura 15), la viabilidad célular fue mayor
con el Scr que con los interferentes, lo cual correlaciona con nuestros resultados de
expresion de HMMR a nivel de RNA,. Esto pudiera sugerir que al inhibir HMMR, la
regulacion de ERK pudiera estar alterada, afectando su potencial oncogénico de
supervivencia celular, lo cual, tendra como resultado la disminucion de la viabilidad
celular sugiriendo de esta manera una menor proliferacién celular, sin embargo,

para confirmar esto seria necesario realizar otros experimentos adicionales.
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Como se mencionaba previamente, cuando se tiene una sobreexpresion de HMMR,
ésta se ha asociado con metastasis, debido que se ha sugerido que HMMR esta
implicado en la migracion celular, al llevar a cabo una unién entre los filamentos de
actina y los microtubulos del citoesqueleto (Turley, Noble, & Bourguignon, 2002b).
Asi que, si existe una sobreexpresion de HMMR, entonces existirA una mayor
migracion celular, mientras que ante una baja expresion de HMMR la migracion
celular serd menor. Este Ultimo evento, coincide con los resultados obtenidos para
el ensayo de la herida, observados en la Figura 16, donde para los 4 interferentes
tanto a las 24 hrs como a las 48 hrs, el cierre de la herida fue menor que los
controles, lo cual nos indica que la migracion celular fue menor cuando se inhibe
HMMR, ya que probablemente se ve afectada la asociacién entre la actina y los
microtUbulos del citoesqueleto que promueven la migracién celular. Nuestros
resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, en donde se ha observado
que la inhibicion de HMMR tendrd un impacto negativo en la migracion celular
(GOUEFFIC et al., 2006).
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8.- Conclusiones

Se establecié un modelo de inhibicion estable de HMMR en células transformadas,
a partir del cual, se evaluo funcionalmente el abatimiento de la expresion de éste.
Determinando que la expresion de RNA, viabilidad y migracion celular se ven
alterados por el silenciamiento principalmente del interferente numero 4 de HMMR.
Dicho modelo puede contribuir para evaluar aquellos genes que se encuentran

alterados y a su vez llevar a cabo la asociacion de las vias de regulacion génica.

9.- Perspectivas

e Conocer el perfil de expresion de los genes asociados a HMMR.

e Determinar que genes regulan a HMMR y cuales estan regulados por el
mismo.

e Describir las vias de sefializacion asociadas a los procesos en los cuales se
ve implicado HMMR.

e Abatir las variantes de HMMR.
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Anexos

1.- Soluciones

a) Solucionl. Acetato de Potasio C2H3KO2 (30mM), Cloruro de Rubidio RbCI
(100mM), Cloruro de Calcio CaClz (10mM), Cloruro de Magnesio MgCl2
(50mM), Glicerol C3HsO3 (15%).

b) Solucion2. MOPS C7H1sNO4S (10mM), Cloruro de Calcio CaClz (75mM),
Cloruro de Rubidio RbCI (10mM), Glicerol C3sHsOs (15%).

c) Buffer de lisis (ImM): Coctel de inhibidores (1.25x), Ripa (cbp) y PMSF
(50mM).

2.- Western Blot

-Gel Separador

Componentes 10% gel (20mL) | Concentracion
Agua 7.9 cbp
Acrylamida mix 6.7 30%
Tris-Cl (pH 8.8) 5.0 1.5M
SDS 0.2 10%
Persulfato de amonio 0.2 10%
TEMED 0.008 -

-Gel Concentrador

Componentes gel (6mL) | Concentracion
Agua 4.1 cbp
Acrylamida mix 1.0 30%
Tris-Cl (pH 6.8) 0.75 1.0M
SDS 0.06 10%
Persulfato de amonio* 0.06 10%
TEMED* 0.006 -
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-Buffer de electroforesis:

*pH 8.3 (1L)
10X Concentracion
Tris-base 30.28 g 25mM
Glicina 144,10 g 192mM
SDS 10 g 0.01%

b) -Buffer de transferencia semi-himeda:

*Buffer Bjerrum Schafer-Nielsen pH 9.2 (1L)

1x Concentracion
Tris-base 5.8¢g 48mM
Glicina 294¢g 39mM
Metanol 150 mL 15%
SDS 0.0375¢g 10%
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3.- Transformacién bacteriana:

Figura 14. Transformacion bacteriana. A) Shl Agar LB, B) Shl Agar LB+ Kan, C) Sh2 Agar LB,
D) Sh2 Agar LB+ Kan, E) Sh3 Agar LB, F) Sh3 Agar LB+ Kan, G) Sh4 Agar LB, H) Sh4 Agar LB+
Kan, 1) Scr Agar LB, J) Scr Agar LB+ Kan, K) VV Agar LB, L) VV Agar LB+ Kan, M) Control de
viabilidad Agar LB, N) Control de esterilidad Agar LB
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4 -Transfeccion:

A) Estandarizacion de namero de células por pozo en placa de 24 pozos, con evaluacién de
confluencia a los tiempos: 24hrs, 48hrs y 72hrs.

120,000 40% 50% 100%
140,000 50% 80% 100%
150,000 50% 90% 100%
160,000 60% 95% 100%
180,000 70% 98% 100%
200,000 80% 100% 100%

B) Estandarizacion de nimero de células por pozo en placa de 24 pozos, con evaluacién de

confluencia a los tiempos: 24hrs, 48hrs y 72hrs.

5,000 40% 50% 100%
10,000 50% 60% 100%
15,000 60% 80% 100%
20,000 70% 95% 100%
25,000 80% 98% 100%
30,000 90% 99% 100%
35,000 95% 100% 100%
40,000 98% 100% 100%
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Células transfectadas

Shl

Figura 15. Transfeccion celular. En la imagen podemos observar la presencia de la etiqueta GFP
en las células transfectadas en un trascurso de 4 dias.
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