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1. Resumen

Recientemente se demostré que el factor de transcripcion ETV5/ERM juega un
papel muy importante en la homeostasis de la glucosa. El factor de transcripcion
ETV5 controla la secrecion de la insulina, regulando la transcripcion de varios
genes involucrados en la exocitosis de la insulina. Por otra parte, se observo que
en la linea celular INS1 (832/13) al suprimir el gen ETV5 se redujo el niumero de
células.

Al verse afectado el numero de células con la disminucion de ETV5, esto podria
indicar otro mecanismo por el cual este factor transcripcional influiria en la
secrecion de insulina. Se sabe que una adecuada masa de células B se obtiene
por medio de la proliferacion celular. Es por esto, que es importante conocer el
impacto de ETV5 sobre la proliferacion celular y su implicacion en la secrecion de
la insulina.

Por otra parte, ETV5 se ha visto involucrado en diferentes tipos de cancer. Su
silenciamiento provoca una reduccion en proliferacion, migracion y en la capacidad
de invasibn de las células cancerigenas. Sin embargo, al encontrarse
sobreexpresado ETV5, la proliferacion celular aumenta, contribuyendo con la
progresion del tumor.

Para poder estudiar la implicaciéon de ETV5 en la proliferacion celular, se eligié un
modelo de estudio que no fuera secretor de insulina y que tampoco se tratara de
células derivadas de tumor. De esta manera, se podria estudiar el efecto de ETV5
sobre la proliferacion celular, independientemente de mitdgenos o de
modificaciones celulares. Para este proyecto, se utilizé la linea celular HEK293T
donde se suprimié al gen ETV5 y se observo que existe una disminucion del
namero de células. Posteriormente, se evaludé el mecanismo por el cual ETV5
afecta el niumero de células, especificamente evaluando la viabilidad celular, la
proliferacion celular y apoptosis celular.

Se observé que al mantener silenciado a ETV5, la proliferacién celular es el
proceso que se ve afectado. Por lo tanto, se analizaron posibles genes blanco de
ETV5, tales como ciclina D2, E2F1 y S6K. Se demostré6 que al disminuir la

expresion de ETV5, el transcrito de ciclina D2 también disminuyd, sugiriendo un



control transcripcional sobre este gen blanco. Mediante este trabajo se pudo
concluir que la disminucion de la expresion de ETV5 redujo el numero de células
por medio de un proceso que involucra parcialmente a la proliferacion celular via la

regulacién transcripcional de la ciclina D2.



2. Introduccidn

e ETVS

El factor de transcripcién ETV5/ERM, por sus siglas en inglés “E-twenty-six
variant 5” (E-veintiséis variante 5), ERM “Ets-Related Molecule” (Molécula
relacionada a Ets) pertenece a la familia ETS "E-twenty-six" (E-veintiséis). Esta
familia estd conformada por 28 miembros y ETV5 pertenece al subgrupo del
activador PEA3 (potenciador de poli-omavirus 3) (Hollenhorst, McIintosh y Graves et
al., 2011).

Esta familia de factores de transcripcion se encuentra presente en diferentes
especies. Pueden actuar como activadores transcripcionales o represores de
multiples genes que regulan los procesos biologicos, tales como la proliferacion
celular, la diferenciacion, la apoptosis y las interacciones célula-célula o célula-

matriz (Sementchenko y Watson et al., 2000).

Los tres miembros del grupo PEA3 de ETS son: ETV5 o0 ERM, ETV4 o0 PEA3
y ETV1 o ER81. Estos factores de transcripcion comparten una funcionalidad
altamente conservada de union al acido desoxirribonucleico (ADN). Generalmente,
se caracterizan como activadores de la transcripcion al unirse al ADN a través de la

secuencia central consensuada GGA [A/T] (Firlej et al., 2008).

Existen estudios de hibridacion in situ, en los que se ha demostrado que
miembros del grupo PEA3 se expresan en multiples érganos. Estos genes tienen
un patron de expresion especifico asociado con la morfogénesis de ramificacién de
pancreas, pulmon, glandula mamaria, préstata, glandula salival o rifion (Oh Shin y
Janknecht et al.,, 2012). La desregulacion de su expresion se ha asociado con
carcinogénesis (Llaurado et al., 2012), y por otra parte, se ha estudiado que el
silenciamiento de los genes ETV4 y ETV5 disminuye la proliferacion celular, la
migracion y la invasion de células derivadas de tumor mamario de ratdn tanto in

vivo como in vitro (Firlej et al., 2008).



Se ha estudiado y se ha observado que células que sobre expresan ETV5
aumentan la migracion e invasion de células in vitro; se incrementa también la
diseminacion del tumor en un modelo de cancer de endometrio (Pedrola Devis et
al., 2015).

Ademas de la implicacion de ETV5 en diferentes tipos de cancer (Oh Shiny
Janknecht et al., 2012) se ha descrito la asociacién de ETV5 a la obesidad en
poblacion caucéasica (Thorleifsson et al., 2009). Sin embargo, la implicaciéon de
ETV5 en el metabolismo era desconocida en esos momentos. Posteriormente, un
estudio llevado a cabo en ratones knockout (ETV5 KO) e in vitro describio por
primera vez el papel del factor de transcripcion ETV5 en el metabolismo (Gutierrez-
Aguilar et al., 2014), estableciendo su implicacion en el metabolismo dentro de la

balanza energética y en la homeostasis a la glucosa.

Se observo que ratones silvestres (“wild type”, WT) presentaron un fenotipo
diferente a los ratones ETV5 KO. Los ratones ETV5 KO tienen un menor peso y
menor tamafo, son mas delgados, se observo una reduccion en el tejido adiposo y
masa magra, ademas presentaron una resistencia a la obesidad inducida por dieta.
A pesar de que los ratones ETV5 KO son mas delgados que los WT, los ratones
ETV5 KO presentaron una intolerancia a la glucosa, debido a una hipoinsulinemia
provocada por la disminucion de la exocitosis de la insulina y por un tamafo
reducido de los islotes de Langerhans y de las células B (Gutierrez-Aguilar et al.,
2014).

Por lo tanto, se demostré que ETV5 juega un papel muy importante en la
homeostasis de la glucosa y se encuentra implicado en la cantidad y tamafio de los
islotes de Langerhans. El factor de transcripcion ETV5 controla la secrecion de la
insulina regulando la transcripcién de varios genes involucrados en la exocitosis de

la insulina (Gutierrez-Aguilar et al., 2014).



e ETV5 EN PROLIFERACION CELULAR

Los factores de transcripcién de ETS actian como reguladores positivos o
negativos de la expresion de genes que estan implicados en diversos procesos
biolégicos. Se ha sugerido que la sobre expresion de ETV5, detectada en células
de céncer de ovario, puede contribuir a la progresion del tumor ovarico a través de

su capacidad para aumentar la proliferacién de células (Llaurado et al., 2012).

Existe evidencia de que al silenciar a ETV5 en células de céancer
mamario, se reduce la proliferacién, la migracion y la capacidad de invasion de

las células cancerigenas (Firlej et al., 2008).

Por otra parte, también se ha estudiado que la supresion de ETV5 en
células neuronales provoca una disminucion en la proliferacion celular,
reduciendo drasticamente la tasa de proliferacion en este tipo de células, lo que
sugiere un papel especifico de ERM en el control de la progresion del ciclo celular.
(Paratore et al., 2002).

Se sabe que para asegurar una buena produccion de insulina, es necesario
contar con una adecuada masa de células B, la cual se obtiene por medio de una
buena proliferacién celular y un tamafo apropiado de células B (Dor et al., 2004;
Georgia y Bhushan et al., 2004). Se conoce que la masa de células B se
encuentra regulada por un complicado equilibrio de proliferacién celular,
apoptosis e hipertrofia (Rhodes et al., 2005). La proliferacion de las células B se
considera un componente principal en el mantenimiento de la masa de dichas
células (Dor et al., 2004; Teta et al., 2007).

Se ha observado que en la linea celular INS1 (832/13) (células pancreaticas
de rata, secretoras de insulina) hay una reduccion en el numero de células
después de suprimir al gen ETV5 (Figura 1) (Gutiérrez-Aguilar et al., datos no
publicados). Estos datos sugieren la implicacion que ETV5 podria tener en la

proliferacioén celular.



Todo lo mencionado anteriormente, pudiera sugerir la implicacion de ETV5
en la proliferacion celular, otro mecanismo por el cual ETV5 seria capaz de regular

la secrecidon de la insulina.

Figura 1. Células INS-1 (832/13) transfectadas con ARN de interferencia,
siControl o SiETV5, al cabo de 72 horas. (siC=siRNA Control, SiETV5=siRNA
contra ETV5).

e Ciclo celular

Los organismos multicelulares requieren un apropiado control de la division
y la diferenciacion celular para coordinar las multiples funciones que desarrollan
los tejidos, esto supone la adecuada regulacion de la transduccion de sefales
mitégenas a la maquinaria bioquimica que controla la duplicacién de la molécula
del acido desoxirribonucleico (ADN) y su apropiada segregacion (Malumbres y
Barbacid et al., 2001) incluso modular la senescencia y la muerte celular

programada (Burhans y Heintz et al., 2009).

De tal manera que la proliferacion celular es el proceso por el cual las células
monitorean las condiciones para poder llevar a cabo la progresion del ciclo celular,
implicando una continua y controlada division celular, que involucra la replicacion
del material genético de la célula (Alberts et al., 2002). El ciclo celular es una serie

de pasos altamente regulados mediante los cuales una célula madre da origen a



dos células hijas a las que hereda una copia idéntica de su material genético
(Jocelyn E. Krebs et al., 2014). Para células eucariotas, este proceso se divide

en diferentes pasos o fases: GO, G1, S, G2 y mitosis (Figura 2).

Figura 2. Fases sucesivas del ciclo celular en una célula eucariota tipica.
Durante la interfase, la célula crece continuamente; durante la fase M se divide. La
replicacion del ADN se produce durante la fase S de la interfase. (Alberts B. et.al.,
2002).

Durante la fase GO, la célula se encuentra en un estado dormante o en
reposo, el cual difiere de todos los estados que experimenta el ciclo celular. En
esta fase, la célula espera que el ambiente sea adecuado y que los nutrientes
sean los suficientes para empezar la division celular. La ausencia de las
condiciones apropiadas de crecimiento, lleva a las células a un estado de latencia

en el ciclo celular (Lomanto Diaz et al., 2003).

Las células que se encuentran en la Fase GO permanecen viables y activas

metabolicamente, pero no se dividen (Alberts et al., 2002).

e Fase G1, inicio de un nuevo ciclo.

Durante esta fase, la célula incrementa su material enzimatico, sus
organelos se replican, asi como otras moléculas citoplasmaticas también

aumentan en numero; en consecuencia la célula aumenta de tamafio. Algunas de



las estructuras son sintetizadas por la célula, también hay replicaciéon de
mitocondrias y cloroplastos. (Lomanto Diaz et al., 2003).

G1 es un periodo de actividad quimica intensa en donde aumenta el tamafio
de la célula preparandose con el fin de contar con el ambiente necesario para
poder asegurar una sintesis de ADN mas adelante (Blomen y Boonstra et al.,
2007; Malumbres et al., 2011).

En un momento tardio de G1, todas las células siguen uno de estos
caminos: a) A falta de las condiciones apropiadas de crecimiento, las células
abandonan el ciclo y entran en fase de reposo, Fase GO; b) Bajo condiciones
ideales de crecimiento, las células son obligadas a iniciar la sintesis de ADN y
completar el ciclo. EIl momento en que se toma esta decisidbn se denomina punto
de control G1 (Alberts et al., 2002).

e Fase S, sintesis de ADN.

Durante la fase S, ocurre la sintesis o duplicacion del ADN, momentos
después de que se sintetizan las histonas y demas proteinas asociadas a la
replicacion del ADN. Todo esto ocurre con el objetivo de que la célula tenga dos
copias de su material genético para repartir en el momento de la mitosis (Blomen y
Boonstra et al., 2007; Malumbres et al., 2011).

El proceso clave de la replicaciéon de ADN ocurre durante esta fase del ciclo
celular, fase S. En esta fase, la célula adquiere el tamafio suficiente, las proteinas
necesarias se han sintetizado (ADN polimerasas, primasas, ligasas,
topoisomerasas, etc.) y se cuenta con el ATP necesario para poder llevar a cabo
la replicacién de ADN (Lomanto Diaz et al., 2003).

La sintesis de ADN es el principal evento de la fase S y en esta fase, la
regulacion se da principalmente para asegurar que solamente se lleve a cabo una
ronda de replicacion de ADN por ciclo celular (Johnson & Walker et al., 1999;

Duursma & Agami et al., 2005).



e Fase G2

En esta fase, las estructuras necesarias para la division celular empiezan a
montarse y los cromosomas empiezan a condensarse. Durante esta fase, ocurre
la preparacion para la mitosis, donde todos los organelos y la maquinaria
necesaria para la division celular de las dos células hijas idénticas se terminan de
adquirir. La cromatina, recién duplicada, comienza a condensarse. Ademas la
célula realiza una revision completa del ADN duplicado anteriormente para
asegurar que no haya aberraciones genéticas provocadas durante la sintesis del
ADN (Blomen y Boonstra et al., 2007; Malumbres et al., 2011).

e Mitosis

Finalmente, la célula pasa a la fase M o mitdsis, periodo muy dinamico en el
cual la membrana nuclear se desensambla, el citoesqueleto se reorganiza y los
cromosomas se mueven a los polos opuestos. La segregacion cromosomica es
seguida por la division celular (citocinesis). La mitosis se encuentra dividida en
cuatro etapas: profase, metafase, anafase y telofase, las cuales tienen como
funcidén promover y regular la reparticion equitativa del material genético (Alberts et
al., 2002).

La ruptura de la envoltura nuclear marca el inicio de la profase. Cada
cromosoma esta formado por dos croméatidas conectadas por el centrémero.
Durante la metafase, los cromosomas se mueven mediante el huso mitético y
finalmente se colocan en el plano ecuatorial de la célula. En anafase, las
cromatidas hermanas se separan y son conducidas a los polos opuestos en la
célula, proceso mediado por el acortamiento del huso mitético y la accion de
mutiples proteinas. Al iniciar la telofase, los cromosomas alcanzan los polos
opuestos y el huso comienza a dispersarse. Finalmente, se re-ensambla la
envoltura nuclear alrededor de los conjuntos de cromosomas Yy las células pueden
volver a entrar a una fase G1 (Blomen y Boonstra et al., 2007; Malumbres et al.,
2011).



e Regulacion de la progresion del ciclo celular

El conjunto de procesos que ocurren durante el ciclo celular llevan un
orden y supervision estrictos. Las sefiales provenientes del medio y algunos
controladores dentro de la célula, se encargan de dirigir el progreso de ésta a
través de las distintas fases del ciclo celular.

Para dividirse, la célula recibe sefiales, las transmite y las interpreta
como expresion de genes especificos para poder pasar por cada una de las
fases del ciclo celular mediante sefializacion (W.S. Klug & M. Cummings et al.,
2006).

El ciclo celular es controlado a travées de la fosforilacion o
desfosforilacion de proteinas que inician o regulan la replicacion de ADN, la
mitosis y la citocinesis. Las reacciones de fosforilacion que controlan el ciclo
celular se llevan a cabo por un conjunto especifico de proteinas cinasas,
enzimas que catalizan la transferencia de un grupo fosfato desde el adenosin
trifosfato (ATP) hasta un determinado aminoacido de una cadena lateral de la

proteina diana.

Las proteinas cinasas del sistema de control del ciclo celular se
encuentran presentes en las células proliferantes a lo largo de todo el ciclo
celular. Sin embargo, s6lo se activan en el momento que se requiere su
funcion desactivandose posteriormente. Esta activacion y desactivacion de las
proteinas cinasas, se debe al segundo conjunto de proteinas que forman parte
del sistema de regulacién, las ciclinas (Jocelyn E. Krebs et al., 2014). Es por
esto que estas cinasas se llaman cinasas dependientes de ciclinas (CDK) y
forman un complejo con una ciclina. Dependiendo de la fase de ciclo celular, los
complejos CDK-ciclina formados en cada fase son especificos como se presenta

en la Tablal.
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Tabla 1. Diferentes ciclinas con su CDK asociada dependiendo de la fase en
distintas etapas del ciclo celular en mamiferos.

Fase Ciclina | CDK
asociada

Gl Ciclina D | CDK4, CDK6

G1/s Ciclina E | CDK2

S Ciclina A | CDK2, CDK1

M Ciclina B | CDK1

Por otra parte, los complejos CDK-ciclinas son regulados por proteinas
inhibidoras como otro punto de control para el avance del ciclo celular. Estas
proteinas inhibidoras se han agrupado en dos: las proteinas INK4 (inhibidoras de
cinasa 4) y las CIP (proteinas inhibidoras de cdk’s). Las proteinas INK4 y CIP,
llamadas en conjuntos inhibidores de cdk (CKIl) y algunos factores de transcripcion
(como el p53) tienen la funcion de impedir la proliferacion celular (Alberts et al.,
2002).

Resumiendo, el paso ordenado por cada una de las fases del ciclo celular
esta altamente regulado por: a) los complejos formados entre las CDK-ciclinas, b)
sus inhibidores y c) la fosforilacion de proteinas blanco para el avance del ciclo

celular.

e Punto de control transicién G1 - S

La transicion G1 - S representa el punto de compromiso con la division
celular (Pardee et al.,, 2000). La célula registra que el material genético esté
intacto y que su entorno es favorable para comenzar a duplicar el ADN.
Reunidas estas condiciones, los complejos CDK’s/ciclinas son capaces de
regular el progreso del ciclo celular de G1 - S. Si las condiciones no son
optimas, las células en G1 pueden detener la progresiéon del ciclo y entrar en el
estado latente GO, donde pueden permanecer durante dias, semanas o0 afios
hasta que se presenten las condiciones adecuadas para su replicacion
(Vidales et al., 1993; Jocelyn E. Krebs et al., 2014).
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En mamiferos, el paso de la fase G1 a S se inicia mediante la sintesis
de novo de las ciclinas tipo D, la cual forma complejos ciclinaD/CDK’s (cinasas
dependientes de ciclinas: CDK4 y CDK®6). Durante la fase G1 temprana, la
actividad de E2F es reprimida por la proteina retinoblastoma (Rb). Tras la
estimulacion del crecimiento, Rb es fosforilada al final de G1 por el complejo
ciclina D/CDK perdiendo su afinidad por E2F. E2F, es un factor de
transcripcién, el cual provocard que se transcriban genes importantes en la
fase S del ciclo celular, comprometiéndose irreversiblemente a las células a
replicar su ADN (durante fase S) (Shen et al., 2002; Jocelyn E. Krebs et al.,
2014).

e Proliferacion celular via mTOR

Ademas de la regulacion del ciclo celular por medio de los complejos
ciclinas/CDK’s, existe otra via involucrada en la proliferacion celular: la via mTOR.
La via de sefalizacion por la proteina mTOR, regula la proliferacion celular por
medio de la proteina ribosomal S6 cinasa (S6K) y 4eBP (el F4E, factor de
iniciacion eucariético 4E-binding protein) quienes son fosforiladas por mTORCL1.
Posteriormente, S6K fosforila a la proteina ribosomal S6 (S6) provocando asi la
sintesis de proteinas y regulando la proliferacion celular y el tamafio celular

(Meyuhas y Dreazen et al., 2009; Magnuson y Ekim et al., 2012).

e Apoptosis celular
En los organismos, el namero de células se mantiene relativamente
constante debido a dos procesos: el ciclo celular y la apoptosis o muerte celular
programada. Estos procesos permiten que el organismo se encuentre en balance

(homeostasis) (Jocelyn E. Krebs et al., 2014).

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso altamente regulado
bajo condiciones normales. La apoptosis es un proceso en el que las células se
inactivan, se desensamblan y degradan su propia estructura y componentes de

manera ordenada (Ameisen et al., 1996).
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Al entrar en proceso de apoptosis, las células presentan una serie de
eventos bioquimicos que conducen a cambios caracteristicos en la morfologia de
las células y eventualmente a su muerte. Estos cambios incluyen la ruptura de la
envoltura nuclear y la fragmentacion del ADN. La superficie celular se altera
presentando propiedades que provocan que la célula sea fagocitada
inmediatamente, ya sea por sus vecinas o bien, por macréfagos (Alberts et al.,
2002).

e Genes Candidatos de ETV5

El factor transcripcional ETV5 regula genes de ciclo celular. Se ha reportado
que ETV5, se encuentra implicado en la proliferacion de células madre
embrionarias e induccion de genes asociados a diferenciacion en este tipo de
células (potencialmente a través de la regulacion de Gbx2 y Tcfl5) (Monge et al.,
2007).

La sobre expresion de ETV5 regula el aumento de la proliferacion celular
en células cancerigenas, la inhibicion in vitro de ETV5 disminuyd la proliferacion
celular, indujo migracion celular y disminuyo la adhesion celular a componentes de
matriz extracelular. La inhibicién de ETV5 disminuyd la adhesion celular (Llaurado
et al.,, 2012). Sin embargo, no se ha descrito la implicacion de ETV5 en la
proliferacion celular de células no cancerigenas.

Anteriormente, se habia mencionado que al suprimir al gen ETV5 en la
linea celular INS1 (832/13) disminuye la secrecién de insulina (Gutierrez-Aguilar et
al., 2014) y ademas se observé un menor numero de células (Gutiérrez-Aguilar et
al., no publicado). Las células INS1 (832/13) secretan enddégenamente insulina, ya
gue provienen de células B de pancreas de rata (Hohmeier et al., 2000).

La insulina es una hormona indispensable para la proliferacion celular. Es
por esta razdn, que no se sabe si el menor nimero de células observado en las
células INS1 (832/13) en ausencia de ETV5 se deba a: 1) la falta de insulina para
poder proliferar, o b) a la regulacion transcripcional directa de ETV5 sobre genes

de proliferacién celular.

13


https://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma#Tipos_de_cromatina
https://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma#Tipos_de_cromatina
https://es.wikipedia.org/wiki/Cromosoma#Tipos_de_cromatina

Es por eso, que para realizar este proyecto se buscé un modelo en el cual
se pudiera demostrar la implicacion de ETV5 en la proliferacion celular
independientemente de insulina y de cancer, por lo que se utilizé a la linea celular
HEK293T. Las células HEK293T provienen de células embrionarias de rifién

humano y no son secretoras de insulina.

Por otra parte, se buscaron genes que pudieran estar regulados
transcripcionalmente por ETV5. Para tal motivo, se analizaron modelos
animales que presentan un fenotipo similar al de los ratones ETV5 KO
(Gutierrez-Aguilar et al., 2014). Se encontré en bibliografia que los ratones KO
de ciclina D2, E2F1 y S6K1 comparados con los ratones WT presentan un menor
peso, muestran resistencia a la obesidad inducida por dieta, son intolerantes a la
glucosa, tienen un numero reducido de islotes, la masa de las células 3 es menor,
y la secrecion de insulina también disminuye (Kushner et al., 2005; Georgia et al.,
2004; Fajas y Landsberg et al., 2002; Fajas, Annicotte et al. 2004; Shima et al.,
1998; Pende et al., 2000). Estas caracteristicas son similares a los ratones ETV5
KO, lo cual convierte a estos tres genes como buenos candidatos para ser

regulados transcripcionalmente por ETV5.

Por otra parte, en un microarreglo realizado en el masculo esquelético
de los ratones ETV5 KO, se observo que los transcritos de genes involucrados
en el ciclo celular, tales como ciclina D2, E2F1 y S6K1 se encuentran

disminuidos (Hippenmeyer et al., 2007).

Anteriormente, se ha demostrado que los factores de transcripcion E2F
y ETS coordinan de forma ordenada la progresion del ciclo celular y se regulan
mutuamente. ETV5 es inducido por E2F durante la progresion del ciclo celular
y requerido para la expresion de un subconjunto de genes del ciclo celular
(Taylor-Harding et al., 2015).
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Por otra parte, se ha estudiado que CDK4 es activado por glucosa a traves
de la via de la insulina, resultando en la activacion de E2F. Esto es evidencia de
gue E2F1-pRB-CDK4-ciclina D regulan la homeostasis de la glucosa y la
secrecion de la insulina, definiendo una nueva interaccion entre la proliferacion

celular y el metabolismo (Annicotte, Blanchet et al., 2009).

Recientemente, se ha descrito que E2F1 regula el crecimiento celular
por medio de la via de sefalizacion de mTORC1, debido a la activacion de
S6K1 (Real, MeoEvoli et al., 2011). Por lo tanto, las vias de proliferacion
(E2F1/ ciclina D2), asi como la de mTOR se encuentran interconectadas.

Ademas de identificar algunos genes blanco de ETV5 por medio de la
comparacion del fenotipo entre los KO y del microarreglo de musculo de los
ratones ETV5 KO, se analizaron los promotores de estos posibles genes
blanco: Ciclina D2, E2F1 y S6K1, utilizando el programa Genomatix. Los
resultados de este analisis (Figuras 3, 4 y 5) demuestran que los promotores
de los tres genes presentan sitios de unidn para factores de trascripcion de la
familia ETS, a la cual pertenece ETV5, sugiriendo un control transcripcional y

regulacion de ETV5 sobre estos genes.
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Figura 3. Diferentes sitios de union de la familia ETS en el promotor de Ciclina D2
(Genomatix, 2017).
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Figura 4. Diferentes sitios de unién de la familia ETS en el promotor de E2F
(Genomatix, 2017).
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Figura 5. Diferentes sitios de unién de la familia ETS en el promotor de S6K1
(Genomatix, 2017).
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Se propone que los genes ciclina D2, E2F1 y S6K1 sean genes blancos de
ETV5, ya que:

1)

2)

3)

4)

Existen sitios de unién para ETV5 en los promotores de ciclina D2, E2F1
y S6K1 (Genomatix, 2017).

La expresion de transcritos de la ciclina D2, de E2F1 y de S6K1 estan
disminuidos en musculo de ratones ETV5 KO (Hippenmeyer et al.,
2007).

Se ha observado que el fenotipo de los ratones KO de todos estos
genes es muy similar, lo cual sugiere que ETV5 pudiera controlar la
transcripcién de estos genes (Kushner et al., 2005; Georgia et al., 2004 ;
Fajas y Landsberg et al., 2002; Fajas y Annicotte et al., 2004; Shima et al.,
1998; Pende et al., 2000).

Se ha demostrado que E2F1-pRB-CDK4-ciclina D regulan la homeostasis
de la glucosa y la secrecién de la insulina, indicando la implicacion de
ciclina D2 y de E2F1 en el ciclo celular y en el metabolismo (Annicotte,
Blanchet et al., 2009).

Todo lo anterior pudiera sugerir que genes del ciclo celular tales como

ciclina D2, E2F1 y S6K1 pudieran ser regulados transcripcionalmente por

ETV5, lo que demostraria la implicacién de ETV5 en la proliferacion celular.
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3. Hipotesis

El factor de transcripcion ETV5 esta implicado en la regulacion de la

proliferacién celular via la regulacién transcripcional de genes implicados en el

ciclo celular como ciclina D2, E2F y S6K1.

4. Objetivos

e Objetivos generales

Demostrar la participacion del factor transcripcional ETV5 en la

proliferacion celular a través de la regulacion de la expresion de los genes
blanco como ciclina D2, E2F1 y S6K1.

e Objetivos particulares

©)

©)

©)

Optimizar la transfeccion de siRNA contra ETV5 en las células HEK293T.
Contar numero de células HEK293T transfectadas con siRNA contra ETV5.
Medir viabilidad celular en células HEK293T transfectadas con siRNA
contra ETVS.

Medir proliferacion celular en células HEK293T transfectadas con siRNA
contra ETVS.

Medir apoptosis celular en células HEK293T transfectadas con siRNA
contra ETVS.

Extraer ARN total y realizacion de la reaccion de transcriptasa reversa (RT-

PCR).

Medir diferentes transcritos mediante PCR en tiempo real (QPCR):
- ETVS - ciclina D2

- E2F1 - S6K1

- L32 (gen control) implicado en codificar proteina ribosomal que es un
componente de la subunidad 60S. L32 se utiliz6 como gen de referencia,

el cual no se modifica bajo los tratamientos realizados.
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5. Materiales y métodos

e Cultivo Celular

Para el desarrollo del presente trabajo, se empled la linea celular
HEK?293T, la cual proviene de células embrionarias de rifidon humano.
Estas células se crecieron en medio de cultivo (DMEM Advanced GIBCO),
suplementado con 5% de suero bovino fetal (FBS). Los cultivos celulares, se
mantuvieron en un ambiente humedo al 5% de CO, y a una temperatura de
37°C. El medio DMEM Advanced se suplementé con L-glutamina (40mM,
GIBCO) y antibioticos: penicilina y estreptomicina (100 U/mL, Hyclone).

e Transfeccion

La transfeccion consiste en la introduccion y expresion de material
genético ajeno a un organismo eucarionte, utilizando la maquinaria
transcripcional del organismo receptor (Lewin B. et al., 2010). La transfeccion
gue se llevé a cabo fue transitoria, introduciendo un siRNA a la linea celular
HEK?293T. La transfeccidén es una herramienta esencial para evaluar la funcion
de genes in vitro, ya sea sobre expresando o silenciando el gen de nuestro
interés.

El nombre siRNA, por sus siglas en inglés “small interfering RNA” (ARN de
interferencia pequefio) es una clase de ARN bicatenario. El sSiRNA es un tipo de
ARN interferente con una longitud de 20 a 25 nucleétidos que es altamente
especifico para la secuencia de nucleétidos de su ARN mensajero diana. El sSiRNA
participa en el mecanismo denominado interferencia de ARN, donde interfiere y

reduce la expresion de un gen especifico (Lewin B. et al., 2010).

En todos los experimentos que se desarrollaron en este trabajo, se
emplearon cultivos entre los pasajes 21 y 29. Se sembraron en cajas de seis
pozos las células con una densidad de 8x10° por pozo (confluencia 30-40%).
Al siguiente dia del plaqueo de las células, se preparé cada siRNA control,
Qiagen (1027281) vy sIiETV5, Dharmacon (L-008894-00-0005) a wuna

concentraciéon de 20 nM y se mezclé con 1 uL de agente de transfeccién
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(Dharmaphect T-2001-02). Esta mezcla se dejé incubando a temperatura
ambiente por 20 minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se afiadi6 la
mezcla a los diferentes pozos gota a gota, como lo recomienda el fabricante.
Las células se incubaron por 72 horas mas.

e Extraccion de ARN

La extraccion de ARN total de las diferentes muestras, se llevo
empleando el estuche de purificacién para ARN total (Jena Bioscience, PP-
2105). Este estuche se eligid debido a que se obtienen buenas concentraciones
de ARN y una buena pureza. El procedimiento fue el siguiente:

Se quito el medio de cultivo y se afiadieron 500 puL de amortiguador de lisis
(con 2-mercaptoetanol afiadido previamente) con el objetivo de lisar a las células.
Se recolectaron las diferentes muestra en tubos eppendorf y se homogenizaron,
cuidando que las muestras estén en hielo para evitar degradacion de ARN.
Posteriormente, se adicionaron 360 pL de isopropanol al tubo que contiene el
lisado celular y se mezclo perfectamente. Esta mezcla se transfirié directamente a

una columna y se centrifug6 a 10,000 xg por 30 segundos, descartando el filtrado.

Se realiz6 un primer lavado afiadiendo 700 uL de amortiguador de lavado
primario, se centrifugd a 10,000 xg por 30 segundos y se descartdé huevamente el
filtrado. Se repitié este paso una vez mas. Se descarto el filtrado y se centrifugd

nuevamente a 10,000 xg por 2 minutos para remover residuos de EtOH.

Por ultimo, se realizo la elucion del ARN colocando la columna en un tubo
nuevo libre de ADNsa/ARNsa y se afadieron 30 pL de amortiguador de elucion en
la columna. Se incub6 a temperatura ambiente por 1 min y se centrifugd a 10,000

Xg por 1 minuto, obteniendo el ARN.

El ARN obtenido se cuantificé utilizando el equipo MultiSkanGo (Thermo

Fisher Scientific) y su pureza se determind con el cociente 260/280.
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e Reaccién de retro-transcripcion (RT)

La reaccion de retrotranscripcion consiste en utilizar el ARN como molde
para generar el ADN complementario (cCADN). Una vez transcurridas las 72
horas de la transfeccién, el ARN total se extrajo utilizando el estuche de
purificacién para ARN total mencionado anteriormente.

Partiendo de ARN mensajero, se generd6 el cADN, mediante una
reaccion de transcripcién reversa empleando el estuche de sintesis de cADN
(Jena Bioscience, PCR-511XS) con oligo dT como cebador y utilizando el
termociclador (Axygen Maxygene Il, PCR convencional). Las condiciones
empleadas fueron: incubacion de la mezcla de reaccion a 42°C por 10 minutos,
seguida de una segunda incubacién de 50°C por 60 minutos, finalmente se

inactiva a la enzima transcriptasa reversa por 10 minutos a 70°C.

e PCR en tiempo real (qPCR)

La PCR cuantitativa (qPCR, por sus siglas en inglés “quantitative
polymerase chain reaction” o PCR en tiempo real (“real time PCR”) es una
variante de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizada para amplificar
y simultaneamente cuantificar de forma absoluta el cCADN obtenido por la reaccion
reversa del ARN. Para ello, esta técnica de biologia molecular, emplea un molde
de cADN, un par de cebadores (sondas o primers) especificos para el gen de
interés, desoxirribonucleétidos trifosfato (dNTP’s), un amortiguador de reaccién

adecuado y una polimerasa termoestable.

Los cebadores se encuentran marcados con un fluoréforo que, mediante un
termociclador que alberga sensores para medir fluorescencia, permiten medir la
amplificacion del cADN sintetizado en cada momento. La emisién de la
fluorescencia producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de ADN
formado y por lo tanto refleja la cuantificacion del ARNm. Esto permite conocer y
registrar en todo momento la cinética de la reaccién de amplificaciéon de genes

especificos (Bustin et al., 2000), para cuantificar la expresion de un gen.
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Para medir la cantidad de transcrito se realizé un PCR cuantitativo
utilizando el termociclador (Agilent Stratagene MX30005P, PCR en tiempo
real) y las sondas (Tagman “gene expression assays”, ensayos de expresion
de genes) correspondientes a cada gen Etv5 (Hs00927557_ml), CCND2 o
ciclina D2 (Hs00153380_m1l), E2F1 (Hs00153451 mil), RPS6KB1 o S6K1
(Hs00177357_m1) y el gen constitutivo RPL32 o0 L32 (Hs00851655_g1).

Se utiliz6 el método AACt y los valores son expresados en porcentaje del
control siRNA. Esta técnica se utiliza para obtener la magnitud de los cambios
fisioldgicos en los niveles de expresion de un gen en estudio en comparacion con
uno o0 mas genes de referencia (Michael W. Pfaffl et al., 2004). Hay que tomar en
cuenta que la expresion de los genes de referencia debe ser constante en las
células estudiadas, por lo que generalmente se utilizan genes expresados
constitutivamente ("housekeeping™) como los genes de referencia. Para conocer la
expresion relativa del gen de interés, se compara con un gen control, como es
L32, implicado en codificar proteina ribosomal (componente de la subunidad 60S),

el cual no se modifica bajo los tratamientos realizados (Bustin et al., 2000).

La reaccidon de gPCR consistié de una incubacion inicial por 2 minutos a
50°C, seguida de la activacion de la polimerasa a una temperatura de 95°C por
10 minutos, seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C de desnaturalizacion

y 1 minuto a 60°C de hibridacion y extension de la cadena.

e Conteo y viabilidad celular

Se realiz6 el conteo celular mediante una camara de Neubauer
(Marienfeld). Para este conteo se utilizé una placa gruesa de cristal con forma
de portaobjetos, de unos 30 x 70 mm y unos 4 mm de grosor. En una camara
simple, la porcidon central esta dividida en tres partes y donde se encuentra
grabada una reticula cuadrangular. Para las células HEK293T en confluencia
del 90% se tripsinaron y se prepardé una dilucion 1:100 para su conteo.
Posteriormente, de esta dilucién se tom6 10 uL y se introdujo la muestra en la

camara de Neubauer. Se hizo conteo en tres diferentes cuadrante.
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Para el calculo de la concentracion, se utilizé la siguiente formula:

Células por uL de muestra

Numero de células contadas
area contada (mm?)x profundidad de la cimara (mm)x dilucion

Area contada: tres diferentes cuadrantes (= 3 x 1 mm?) = 3 mm?
Profundidad de la camara: 0.1 mm
Dilucién: 1:100

Posteriormente, por otro método se realiz0 el conteo de células y la
viabilidad celular mediante el equipo Muse analizador de células (Muse,
Millipore), con el estuche Muse conteo y viabilidad (EMD Millipore
MCH100102). En este estuche, se emplea un agente que tifie diferencialmente
a las células viables de las no viables. El principio de este estuche se basa en
la integridad de la membrana celular. Si la membrana se encuentra integra, no
permitira el acceso al colorante. Por lo tanto, este estuche se utiliza para poder
diferenciar células viables (células vivas que no se encuentran tefidas) de

células no viables (células muertas y tefiidas) (merckmillipore.com/MX/ 2017).

El sistema y software del equipo Muse (Millipore), cuenta los nucleos
teflidos como eventos y utiliza el tamafio celular para poder distinguir nucleos
libres de los desechos celulares. Para realizar este ensayo, se utiliz6 una
suspension celular homogénea con una concentracién de 1 x10° células/mL y

de ésta solucion se tomaron 50 pL.

A cada ensayo se le afiaden 450 uL del reactivo de conteo y viabilidad,
el cual se dejo incubando por 5 minutos a temperatura ambiente. Una vez

transcurrido este tiempo, se hizo la lectura en el equipo.
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e Proliferacién celular

La proteina Ki-67 humana se encuentra estrictamente asociada con la
proliferacion celular. La proteina Ki-67 se encuentra presente durante todas las
fases activas del ciclo celular (G1, S, G2, y mitosis), pero ausente de las
células en reposo (GO0). Durante la interfase, el antigeno se puede detectar
exclusivamente dentro del nucleo, mientras que en mitosis la mayoria de la
proteina se traslada a la superficie de los cromosomas. El ensayo de
proliferacion Ki-67 utiliza a esta proteina como marcador para identificar
células en proliferacion y distinguirlas de las células no proliferantes
(merckmillipore.com/MX/ 2017).

Dos poblaciones de células se pueden distinguir en este ensayo:
e Ki-67 (+): células que se encuentran proliferando.

e Ki-67 (-): células que no son proliferativas.

Se midid la proliferacion celular en las células HEK293T transfectadas
por siRNA de ETV5 y siRNA control después de 72 horas, utilizando el estuche
Muse Ki-67 para proliferacion (EMD Millipore MCH100114) mediante el equipo
Muse analizador de células (Muse, Millipore). Este estuche permite la
determinacion del porcentaje de células en proliferacion y en no proliferacion

basado en la cuantificacion de Ki-67.

El ensayo consistié en retirar el medio en el que se encontraban las
células, se lavaron y se tripsinaron. Posteriormente, se realiz6 el conteo celular
(mediante camara de Neubauer).

Para este ensayo, es necesario tener una suspension celular
homogénea con una concentracién de 1 x10° células/mL y de ésta solucion

tomar 200 pL para cada ensayo.

Se agreg6 a cada muestra 50 pL de la solucion fijadora, se mezclo y se
dejé incubando a temperatura ambiente por 15 minutos. Posteriormente, se
afladio 150 pL de la solucion de reaccion, se centrifugd (300 xg, 5 minutos) y

se retird el sobrenadante. Se afiadié 100 uL de la solucién de permeabilizacién
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y se mezcld e incubd6 por 15 minutos. Posteriormente, se le adicioné 100 pL de
solucién de reaccion y se centrifugd, nuevamente se afiadio 50 pL de solucion
de reaccion mezclando y dejando incubar por 15 minutos. Finalmente, se
agreg6 10 pL del anticuerpo anti-Ki-67 a cada ensayo dejando en incubacion
por 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrido este tiempo, se

adiciono 150 pL de solucién de reaccién y se cuantificd en el equipo.

e Apoptosis celular

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso altamente
regulado bajo condiciones normales. Durante la apoptosis, las células
responden a sefiales de induccion especificas mediante el inicio de procesos
intracelulares que producen cambios fisiologicos caracteristicos tales como: la
externalizacion de la fosfatidilserina (PS) a la superficie de la célula, la
escision y la degradacion de proteinas. Ademas existe la compactacion y la
fragmentacion de la cromatina nuclear y pérdida de la integridad de la

membrana (en ultimas etapas), entre otras (Van England et al., 1998).

La anexina V tiene una alta afinidad por PS, un componente de la

membrana, normalmente localizado en la cara interna de la membrana celular.

Al comienzo de la via apoptética, las moléculas de PS son trasladadas a
la superficie exterior de la membrana célula, en donde la anexina V se puede
unir facilmente y de esta manera esta proteina puede identificar células en

apoptosis (Van England et al., 1998).

Ademas de anexina V, otro componente que ayuda a la identificacion de
células apoptoticas es la 7-aminoactinomicina D (7-AAD), que es un marcador
guimico fosforescente con una fuerte afinidad al ADN. Para que 7-AAD pueda
unirse y tefiir al ADN es necesario que la membrana celular se encuentre

permeable o rota, lo que indicaria cierto grado de apoptosis en la célula.

Para la medicién de apoptosis celular, se utilizé el equipo Muse
analizador de células (Muse, Millipore) con el estuche anexina V y muerte
celular Muse (EMD Millipore MCH100105).
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Mencionado lo anterior, con este ensayo es posible distinguir cuatro
poblaciones diferentes de células:

e AnexinaV (-) y 7-AAD (-): células no apoptéticas o células vivas.

e AnexinaV (+)y 7-AAD (-): células en temprana apoptosis.

e AnexinaV (+)y 7-AAD (+): células apoptoticas.

e AnexinaV (-)y 7-AAD (+): desechos nucleares (“debris”).

Para este ensayo, se prepar6 una suspension celular homogénea con
concentracion de 1 x10° células/mL y de esta solucién se tomaron 100 pL para
cada ensayo. Posteriormente, se afiadieron 100 pL del reactivo anexina V 'y 7-
AAD a cada muestra y se dejo incubando por 20 minutos a temperatura

ambiente. Transcurrido dicho tiempo, se realizo la lectura en el equipo.

6. Resultados

Anteriormente, se habia observado que en las células INS1 (832/13) al
silenciar el gen ETV5, existia una menor cantidad de células (Gutierrez-Aguilar et
al., no publicado).

En las células INS1 (832/13) que tienen suprimido al gen ETV5, se desconoce
si el menor numero de células observado se debe a la falta de insulina para poder
proliferar, o sea debido a la regulacion transcripcional directa de ETV5 sobre
genes de proliferacion celular.

A diferencia de las células INS1 (832/13), las cuales secretan endégenamente
insulina, la linea celular HEK293T no es secretora de insulina. Es por esta
razon, que este proyecto se utilizaron a las células HEK293T como modelo de
estudio, con el fin de poder demostrar la implicacion de ETV5 en proliferacion
celular independientemente de insulina. Por lo tanto, la metodologia utilizada en
este proyecto se optimizé para las células HEK293T.

Primeramente, se presentan las optimizaciones realizadas para silenciar al gen
ETV5. Posteriormente, se describen las optimizaciones para los ensayos de

viabilidad, proliferacion y apoptosis. Finalmente, se muestran los resultados
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obtenidos de las células silenciadas de ETV5 para los ensayos de viabilidad,
proliferacidon y apoptosis, los cuales se realizaron por triplicado.

e Optimizacion de la transfeccién del siRNA contra ETV5 en células
HEK293T

Para poder estudiar la implicacién de ETV5 en la proliferacion celular,
fue necesario optimizar la transfeccion del siRNA contra ETV5 en las células
HEK293T. Esto tuvo como objetivo conocer las condiciones mas adecuadas
para transfectar a dichas células para conseguir una menor expresion relativa
del gen ETV5, asegurando el silenciamiento del mismo. Para este propaosito,
se evaluo el silenciamiento del siRNA contra ETV5 (SIETV5) probando
diferentes concentraciones 20 nM y 40 nM de siETV5 y del siRNA control (siC)
a 20 nM. Ademas se utilizaron diferentes cantidades del agente de
transfeccion (1 y 2 pL). En este caso, se realiz6 solamente un experimento
para conocer las condiciones 6ptimas de transfeccion del siRNA a las células.

Después de la transfeccion con siC y siETVS5 por 72 horas con
diferentes concentraciones, se observé que la expresion del mARN de ETV5
disminuy6 en un 50% aproximadamente con la concentracion de 20 nM y con
la cantidad de 1 pL del agente de transfeccién, comparada con las mismas
condiciones utilizadas para control (Figura 6A). Esto se confirmo al utilizar las
mismas concentraciones antes mencionadas a diferentes tiempos de
transfeccion 24, 48 y 72 horas. Se observo que a las 72 horas se alcanza una
disminucion en la expresion relativa del 70% (Figura 6B). Por lo tanto, estos
resultados revelan que las condiciones Optimas de transfeccién del siRNA son
de 72 horas a una concentracion de 20 nM de siRNA con la cantidad de 1 pL
del agente de transfeccién, obteniendo un silenciamiento aproximado entre el
50-70% del transcrito de ETV5.
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Figura 6. Optimizacion de la transfeccion del siRNA contra ETV5 en células

HEK293T. Medicion de la expresion relativa de ETV5 mediante qPCR en células
HEK 293T.

A) Optimizacion concentraciones de siRNA (20 y 40 nM) y diferentes cantidades
del agente de transfeccion (1y 2 pL).

B) Optimizacién tiempos de transfeccion (24, 48 y 72 horas) con 20 nM de siETV5
y 1 uyl de agente de transfeccion.
(siC=siRNA Control, siETV5=siRNA contra ETV5).

e Optimizacion de la cuantificacion de viabilidad, proliferacion y
apoptosis en el equipo analizador de células (Muse, Millipore)

Para llevar a cabo la medicién de la viabilidad, la proliferacion y la
apoptosis, a traves de citometria de flujo, fue necesario optimizar los diferentes
estuches con el objetivo de alcanzar una familiarizacion tanto del equipo como
de estos. Para ello, se optimizaron los siguientes parametros: numero de

células a utilizar para cada ensayo, el tiempo de incubacion y el blanco a
utilizar.
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e Optimizacion de la viabilidad celular

Para este ensayo, se utilizaron 5,000 células y se afiadié el colorante
dejando incubar por 5 minutos a temperatura ambiente. Para llevar a cabo la
calibracién del equipo y del protocolo es importante conocer la poblacién
celular con la que se trabaja. En este caso, se utiliz6 como calibracién o blanco
a las células vivas tefiidas, donde el tamafio celular se fij6 en un rango de
valores que va desde 0.5 a 4.0, considerando por debajo de 0.5 al desecho
celular (Figura 7A). Se observo que las células se dispersan mayoritariamente
entre valores de 0.5 a 2.5 del tamafio celular (Figura 7A) y por abajo de 1.0 en
eje de viabilidad (Figura 7B). Esto indicO que la mayoria de las células se
encuentran vivas. Una vez calibrado el equipo y fijados los parametros, se

hicieron las lecturas de las demas muestras.
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Figura 7. Optimizacion y calibracion viabilidad celular.
A) Células vivas tefnidas. Tamafo celular de 1.0 a 4.0
B) Células vivas tefidas. Viabilidad con un rango por arriba de 0-1.0
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e Optimizacion de la medicion de proliferacion celular

El ajuste o calibracion del equipo se realizé con células vivas sin estar
marcadas con el anticuerpo de Ki-67 (Ki-67 (-) (negativas). Se observé que el
tamafo celular (Figura 8A) va de un rango de 1.0 a 4.0. Las células Ki-67 (-)
(en azul) presentaron una auto fluorescencia que alcanza un valor de Ki-67 de
hasta 1.0 (Figura 8B). Sin embargo, no se observaron células Ki-67 (+)
positivas después del valor de 1.0 en el histograma, ya que éstas no son
detectadas debido a que no se encuentran marcadas.

Posteriormente, se midieron las células vivas ahora marcadas con Ki-67.
Se selecciond el mismo valor de tamafio celular que va de 1.0 a 4.0. Se
obtuvieron algunas células esparcidas (Figura 8C) y se observé que ambos
histogramas (Figura 8C y 8D) se desplazan hacia la derecha en comparacién
con las células sin tratar Ki-67 (-) negativas (Figura 8A y 8B) y se registra que
el histograma muestra células Ki-67 (+) positivas en valores mayores a 1.0 y

en color rojo (Figura 8D).

Ademas, otra alicuota de las mismas células se incub6 con el anticuerpo
anti-Ki-67 (Figura 8E y 8F), esto con el objetivo de valorar y comprobar que la
tincion de las células con Ki-67 esta siendo bien leida por el equipo. El tamafio
celular también fue seleccionado de 1.0 a 4.0 y el valor para Ki-67 (+) positivas
fue igualmente mayor a 1.0 (Figura 8E). En cuanto a la figura 8F, se observo
gue el histograma muestra células Ki-67(+) en valores mayores a 1.0 y de igual
manera en color rojo. Por lo tanto, la medicién de una muestra pudo ser

tomada bajo las condiciones optimizadas para este estuche.
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Figura 8. Optimizacion y calibracion proliferacion celular.

A) Células HEK293T vivas sin tratar, tamafio celular de 1.0 a 4.0

B) Células HEK293T vivas sin tratar, células Ki-67 (-) que alcanzan un valor de 1.0
C) Células HEK293T vivas marcadas con Ki-67, tamafio celular de 1.0 a 4.0

D) Células HEK293T vivas marcadas con Ki-67, células Ki-67 (+) (ROJO) que
rebasan valor de 1.0

E) Células HEK293T vivas marcadas anti-KI-67, tamafio celular de 1.0 a 4.0

F) Células HEK293T vivas marcadas anti-KI-67, células Ki-67 (+) (ROJO) que
rebasan valor de 1.0
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e Optimizacion de la medicién de apoptosis celular

Utilizando 5,000 células por ensayo e incubando a las células con
anexina V por veinte minutos, se calibr6 el equipo con células tefidas,
tomando como poblacién celular a las células que presentan un tamafio que va
de 0.5 a 4.0, dejando por debajo de estos valores el desecho celular (Figura
9A). Se observo también que las células se encuentran en diferentes tamafios
celular y con diferentes valores de anexina V teniendo un maximo de 3.0. En la
figura 9B, se observé que la mayoria de las células se encuentran en el
cuadrante de células vivas con un 93.80%, pocas en apoptosis tempranas
5.65%, apoptosis tardia 0.55% y muertas 0.0%.
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Figura 9. Optimizacion y calibracion apoptosis celular.

Las células vivas tefiidas con anexina V fueron consideradas como blanco.

A) Células vivas tefidas con anexina V, tamafio celular de 1.0 a 4.0

B) Células vivas tefiidas con anexina V, perfil de apoptosis donde se divide en
cuadrantes las células vivas (93.80%), apoptosis temprana (5.65%), apoptosis
tardia (0.55%) y células muertas (0.0%).

A continuacidén se presentan las condiciones optimizadas para las tres

diferentes variables a medir (conteo celular/viabilidad, proliferacién celular y

apoptosis).
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Tabla 2. Optimizacion de los diferentes parametros a medir mediante citometria de
flujo: viabilidad, proliferacion y apoptosis celular en equipo “MUSE Cell Analyzer.”

VIABILIDAD PROLIFERACION APOPTOSIS
No. células 5,000 3,000 5,000
células/ensayo células/ensayo células/ensayo
Tiempo de 5 min 2 horas 20 min
incubacién
Blanco células tefidas células sin tefir células tefidas

En la Tabla 2, se presentan las condiciones de las células que seran
utilizadas como blanco, asi como el nUmero de células necesarios para cada
uno de los ensayos. Se logré conocer las caracteristicas de las células

(tamafo celular) y su comportamiento en citometria de flujo.

Posteriormente, se optimizaron condiciones especiales que ayudan
como controles positivos y negativos para la medicion de la viabilidad,
proliferacion y apoptosis celular. Para el caso del ensayo de viabilidad celular, se
utiliz6 como blanco a las células vivas tefidas, tomando éste como control positivo
de viabilidad. En la figura 10A, se observa que alcanzan un porcentaje de
viabilidad cercano al 100%. Ademas, se evaluaron las células en diferentes
condiciones no éptimas para su crecimiento, lo cual permitié observar la forma en
gue responden a un cambio brusco de temperatura, sin nutrientes, en cloro o en
acido acético. Se observa (Figura 10A) que las células reducen ligeramente su
viabilidad con el tratamiento de alta temperatura por 15 minutos; sin embargo, a
los 30 minutos se observa una disminucién en su porcentaje de viabilidad del 35%.
Para los tratamientos en que se dispuso a las células en un medio no éptimo para
su crecimiento, se dispusieron en una solucién salina amortiguada por fosfatos
(PBS por sus siglas en inglés "Phosphate Buffered Saline"), se observé una
disminucién de su capacidad para mantenerse viables con el transcurso del
tiempo, viéndose una disminucion en la viabilidad del 25% a las 2 horas y del 45%
a las 24 horas. Finalmente, se trataron a las células en dos medios que afectan su

viabilidad: cloro y &cido acético en una dilucion 1:1. Se observé que con el cloro,
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las células redujeron su viabilidad en un 70% y con el acido acético las células
pierden casi por completo su capacidad para mantenerse viables (Figura 10A).

En el caso del ensayo en el cual, se evaluo proliferaciéon celular, se utilizé
como blanco a las células vivas marcadas con el anticuerpo Ki-67, de tal manera
gue no se obtuviera un falso positivo. Se observé que al someter a las células en
un ambiente con temperatura o de falta de suministros necesarios para su
viabilidad, éstas se ven mas afectadas mientras mas transcurre el tiempo (Figura
10B). También se muestra (Figura 10B) a las células sin estar marcadas con el
anticuerpo Ki-67, siendo éste el control negativo del ensayo.

En la figura 10C, en la cual se midié apoptosis celular, se observo que al
someter a las células por mas tiempo a una temperatura alta o encontrarse en un
medio no Optimo para su crecimiento, el numero de células en estado de apoptosis

aumenta.

Tanto en el ensayo de proliferacion como de apoptosis, no se evalu6 a las
células en el ambiente de cloro y acido acético, ya que estas sustancias anulaban

la lectura del fluoroforo lo que llevaba a obtener falsos negativos.
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Figura 10. Optimizacion de las condiciones para medir viabilidad, proliferacion y
apoptosis en las células HEK293T. A) Controles para viabilidad, B) Controles para
proliferacion y C) Controles para apoptosis celular.

A partir de las optimizaciones de las condiciones de silenciamiento de ETV5 y

del uso del citbmetro de flujo, se realizaron los experimentos con sus réplicas,

lo cual permitié hacer un andlisis estadistico de los resultados, presentados a

continuacion.
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e Silenciamiento de ETV5
Con las condiciones de transfeccion optimizadas (20 nM siRNA, 1 uL del
agente de transfeccion, 72 horas), en la figura 11 se muestran los resultados
de cuatro experimentos realizados en diferentes dias, donde se logré una

disminucion de ETV5 de aproximadamente un 60%.
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Figura 11. Transfeccion de siRNA contra ETV5, en células HEK293T. Condiciones
de transfeccion: 20 nM siRNA + 1 pL agente de transfeccion, 72 horas. (siC=siRNA
Control, siETV5=siRNA contra ETV5, n= 4 experimentos, *p<0.05 t-Student).
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e Influenciade ETV5 en el nUmero de células

En las células con ETV5 reprimido se observé presentan una menor
cantidad de las mismas en comparacion con las células control. Las células
control se extienden a lo largo del pozo, mientras que las células con ETV5
disminuido se propagan de forma limitada, presentando un menor nimero de
células (Figura 12A y 12B).

Figura 12. Imagen tomada de células HEK293T transfectadas.
A) Células HEK293T en presencia de ETV5 (siC).

B) Células HEK293T en ausencia de ETV5 (SiETV5).

Fotos tomadas mediante microscopio 20X.

(siC=siRNA Control, siETV5=siRNA contra ETV5).

Para corroborar el efecto en el numero celular que se observaba, se realiz6
el conteo celular mediante la caAmara de Neubauer en células transfectadas y

tripsinadas posteriormente.
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En la figura 13, se observa que las células con ETV5 silenciado,
contienen un menor nimero de células que las células controles, presentando
una reduccion del 40%.
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Figura 13. Conteo celular mediante camara de Neubauer de los diferentes
tratamientos en células HEK293T en presencia de ETV5 (siC) y ausencia de ETV5

(SIETV5) después de 72 horas. (siC=siRNA Control, siETV5=siRNA contra ETV5,
n= 4 experimentos, *p<0.05 t-Student).

Al observarse una disminucion en el niumero de células con ETV5

disminuido, se evalud si era a causa de: la viabilidad, la proliferacién o la
apoptosis celular.

38



e Efecto de ETV5 sobre viabilidad celular

Al observarse un menor numero de células totales en las células con
ETV5 disminuido (Figura 12 y 13), se evaluo la viabilidad celular. Se observo
que no hay diferencia significativa en el nimero de células viables entre las
células control y las silenciadas de ETV5 (Figura 14A), por lo que el porcentaje
de viabilidad en ambos tratamientos es del 90% (Figura 14B). Por lo tanto, al
encontrarse reducida la expresiéon de ETV5 en células HEK293T, el menor

niamero de células totales no se debe a la pérdida de la capacidad de
mantenerse viables.
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Figura 14. Viabilidad de células HEK293T de los diferentes tratamientos en
células HEK293T en presencia de ETV5 (siC) y ausencia de ETV5 (SIETV5)

después de 72 horas. (SiC=siRNA Control, siETV5=siRNA contra ETV5, n= 3
experimentos, *p<0.05 t-Student).
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e Proliferacién celular

La disminucién en el numero de células totales en ausencia de ETV5 se
comprobd6 que no se debia a la disminucion de la viabilidad de las células. Por
lo tanto, se decidid6 medir la proliferacién celular en presencia y ausencia de
ETV5 en las células HEK293T.
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Figura 15. Proliferacion celular de células HEK293T en presencia de ETV5 (siC) y
ausencia de ETV5 (siETV5).

Las células fueron transfectadas con siRNA y se midio la proliferacion después de
72 horas. (siC=siRNA Control, siETV5=siRNA contra ETV5, n= 3 experimentos,
*p<0.05 t-Student).

En la figura 15 se observa que las células que mantienen reducido al gen
ETV5, presentan una menor proliferacion celular, comparado a las células
control. Las células que se encuentran en presencia de ETV5 muestran un
porcentaje de proliferacion de casi el 90%, mientras que las células con ETV5
disminuido presentan un 73% de proliferacion celular, es decir, la proliferacion

celular se afecta en un porcentaje del 27% en ausencia de ETV5.
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Al comparar los histogramas de las células HEK293T (Figura 16) en
presencia o en ausencia de ETV5, se observd que el histograma que
representa a las células en ausencia de ETV5 (gris) se desplaza hacia la
izquierda, indicando una menor proliferacion en comparacion a las células en
presencia de ETV5 (rojo). Por lo tanto, partiendo del mismo numero de células
para este ensayo, se observO que manteniendo a ETV5 disminuido, la

proliferacion se reduce.

e Apoptosis

Otra explicacion por la cual la cantidad del namero de células en
ausencia de ETV5 estuviera afectada pudiera ser que las células entran en el
proceso de apoptosis. Es por esto que se evalud el porcentaje de células que

estuvieran en apoptosis en presencia o ausencia de ETV5.

Se observdé que en ambos tratamientos, el porcentaje de células
apoptoéticas es muy similar (Figura 17), indicando que en presencia 0 ausencia
del gen ETV5, las células entran en un proceso de muerte celular natural, de
manera que se descarta que mediante esta via se esté afectando la cantidad

de células.
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Figura 17. Apoptosis celular en células en células HEK293T en presencia de
ETV5 (siC) y ausencia de ETV5 (siETV5) después de 72 horas. (SiC=siRNA
Control, siETV5=siRNA contra ETV5, n= 3 experimentos, *p<0.05 t- Student).

e Medicion de los diferentes transcritos ETV5, ciclina D2, E2F1 y S6K1

Los resultados previos revelan que con ETV5 reducido, existe un menor
numero de células, esto podria deberse a la disminucion de la proliferacion celular,
debido a que ETV5 al ser un factor transcripcional, pudiera estar controlando

genes involucrados en ciclo celular, tales como ciclina D2, E2F1 y S6K1.

Mediante un analisis in silico, se observd que existen sitios de union de
factores transcripcionales de la familia ETS en promotores de ciclina D2, E2F1 y

S6K1, por lo que se evalud la expresion relativa de dichos genes.

Primeramente, se corroboré que después de 72 horas el silenciamiento de
ETV5 haya sido adecuado. Se observé que la expresion de este gen es de
aproximadamente 55% (Figura 18), indicando una transfeccién exitosa y una
reduccion del gen. Con ETV5 disminuido, se observé que la expresiéon de ciclina
D2 se encuentra reducida en un 40% (Figura 18). Por otra parte, se observo que
E2F y S6K1 no se afectan (Figura 18).
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Figura 18. Medicion de los diferentes transcritos de células HEK293T
transfectadas después de 72 horas. (siC=siRNA Control, SiETV5=siRNA contra
ETV5, n=4 experimentos, *p<0.05 t- Student).

Por lo tanto, estos datos sugieren que ETV5 podria regular la
proliferacion celular, regulando transcripcionalmente la expresion de ciclina D2,

un gen importante en el ciclo celular.

7. Analisis de resultados

Los factores de transcripcion ETS actian como reguladores positivos o
negativos de la expresion de genes que estan implicados en diversos procesos
biologicos, tales como la proliferacion celular, la migracién y la capacidad de
invasion de las células cancerigenas (Llaraudo et al., 2012; Akagi et al., 2015).
Se ha estudiado la implicacion de ETV5 en tumores cancerigenos y se ha
demostrado que al encontrarse silenciado o sobre expresandose, afecta
directamente la migracion, proliferacion y la adherencia de este mismo tipo de
células (Monge et al., 2007; Llaurado et al., 2012).

En este trabajo, se propone que ETV5 se encuentra implicado en la
regulacion de la proliferacion celular via la regulacion transcripcional de genes
ciclina D2, E2F y S6K1.
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Para realizar este proyecto se eligié la linea celular HEK293T, que son
células embrionarias de riidn humano, sanas (no cancerigenas) donde la
viabilidad y la proliferacion celular no estan afectadas, contrario a lo que pasa en
tumores. Por otra parte, mediante esta linea celular se evalia la proliferacion
independientemente de la insulina, contrario a lo que podria suceder en las INS1
(832/13).

e Influencia de ETV5 en el nUmero de células

Anteriormente, se habia observado que en la linea celular INS1 (832/13)
hay una reduccion en el numero de células después de suprimir al gen ETV5
(Figura 1). Ademas, se habia descrito que en ausencia de ETV5, la secrecion de
insulina se encuentra disminuida en dicha linea celular. Esta linea celular INS1
(832/13) es secretora de insulina, por lo que la reduccidén del nimero de células
pudiera deberse a la disminucion de la secrecion de insulina (Gutierrez-Aguilar et
al., 2014), debido a que la insulina es un mitégeno, la cual actia promoviendo a la
proliferacion celular. Para asegurarnos de que ETV5 esta implicado en la
proliferacion celular independientemente de insulina, se utilizo la linea celular
HEK293T.

En la linea celular HEK293T, se observdo que después de reducir al gen
ETV5, el nimero de células era menor a las células controles, al observarse
mediante el microscopio (Figura 12). Ademas, se comprobd el menor numero de
células por medio de conteo con camara de Neubauer y del analizador celular
Muse. Estos datos sugieren que la reduccion de ETV5 provocan un menor numero

de células y que esto podria ser regulado por medio de la proliferacion celular.
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e Efecto de ETV5 sobre la viabilidad, proliferacion y apoptosis
celular
Al observarse un menor numero de células, se evaluaron diferentes
procesos celulares que pudieran estar afectados en ausencia de ETV5, tales
como la viabilidad, la proliferacion celular y la apoptosis celular.

Las células HEK293T con ETV5 reducido, presentan un menor nimero
de células, pero el porcentaje de viabilidad es igual a las células en presencia
del gen, por lo que la disminucién de células no se debia a la afectacién de la
viabilidad celular. Por lo tanto, se evalué posteriormente la proliferacion
celular, y se encontr6 que las células en reduccién de ETV5 presentan una
disminucion de este parametro en comparacion con células en presencia de
ETV5 (Figura 15). Anteriormente, se habia demostrado que la supresion de
ETV5 en células neuronales provoca una disminucién en la proliferacion
celular (Paratore et al.,, 2002). Por otra parte, existe evidencia de que al
silenciar ETV5 en células de cancer mamario, éste juega un papel en
proliferacion, migracion y la capacidad de invasion de las células cancerigenas
(Firlej et al., 2008). Por lo que todos estos datos coinciden con nuestros
resultados y confirman la implicacion de ETV5 en la proliferacion celular en las
células HEK293T.

Los miembros de la familia ETS se han correlacionado con la progresion de
tumores mediante la regulacion positiva de la expresion de las proteasas
degradadoras de la matriz y se ha estudiado que la sobre expresion de ETV5
induce la difusion en lineas celulares de cancer de endometrio (Monge et al.,
2007). Por otra parte, se ha estudiado que la sobre expresion de ETV5, detectada
en células de cancer de ovario, puede contribuir a la progresion del tumor ovarico
a través de ETV5 (Llaurado et al., 2012).

Por medio de las células HEK293T, se pudo determinar que al encontrarse
disminuido ETV5, la proliferacion celular disminuyé en un 27%, esto
independientemente de estimulos como la insulina o de factores involucrados en

células cancerigenas y que interfieren en el ciclo celular. Esto es parte de la
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primera fase de un proyecto; posteriormente se estudiard la implicacion de ETV5
en la proliferacion celular en células INS1 (832/13), las cuales son secretoras de

insulina.

La implicacibn de ETV5 en la proliferacion celular, podria ser otro
mecanismo por el cual ETV5 pudiera estar involucrado en el metabolismo y
especificamente regular la secrecion de la insulina por medio de la exocitosis
(Gutierrez-Aguilar et al., 2014). La proliferacién celular en células pancreaticas 3
es importante, ya que para asegurar una buena produccién de insulina, es
necesario contar con una adecuada masa de células B, la cual se obtiene por
medio de una buena proliferacion celular y un tamafo apropiado de células  (Dor
Brown et al., 2004; Georgia y Bhushan et al., 2004).

Por otra parte, se descartd que con ETV5 disminuido, el menor numero
de células se deba a la apoptosis (Figura 17). Se sabe que la apoptosis es una
forma de muerte celular programada, por lo que era posible que ETVS5 tuviera
un impacto en este proceso. Sin embargo, observamos que no existe
diferencia en la apoptosis en presencia o ausencia de ETV5. Por el momento

no se ha reportado si ETV5 influye de alguna manera en la apoptosis celular.

e Posibles genes blanco de ETV5: ciclina D2, E2F1 y S6K1

Al verse afectada la proliferacion celular con ETV5 disminuido, se
estudiaron posibles genes blanco involucrados en el ciclo celular,
especificamente en la fase G1-S, que pudieran estar regulados

transcripcionalmente por ETV5.

Mediante un analisis in silico, se logré6 demostrar que los promotores de
los tres genes blanco de ETV5 propuestos: ciclina D2, E2F1 y S6K1, presentan
sitios de unidon para factores de trascripciéon de la familia ETS, a la cual
pertenece ETV5, sugiriendo un control transcripcional y regulaciéon de ETV5
sobre estos genes. Sin embargo, la prediccion hecha in silico se debe de

confirmar in vitro, para lo cual se midieron los transcritos de dichos genes por
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medio de gPCR. Los resultados demostraron que la reduccion de ETV5
disminuye la expresion de ciclina D2. Tanto transcritos de E2F como S6K1, no

presentaron un cambio significativo al estar ETV5 reducido.

Anteriormente se habia observado en un microarreglo realizado en
musculo esquelético de ratones ETV5 KO, el transcrito de ciclina D2 se
encuentra disminuido (Hippenmeyer et al., 2007), lo cual podria apoyar el
resultado que se obtuvo en la linea celular HEK293T. Por otra parte, se
comparo el fenotipo de los ratones ciclina D2 KO (Kushner et al., 2005; Georgia
et al., 2004) con el de los ratones ETV5 KO (Gutierrez-Aguilar et al., 2014),
observando un fenotipo muy similar. Esto sugiere que ETV5 podria regular
transcripcionalmente a ciclina D2 por lo que los animales presentan el mismo
fenotipo. Se pudo observar que efectivamente ETV5 podria regular
transcripcionalmente a ciclina D2 en la linea celular HEK293. Por otra parte, se
ha estudiado que ETV5 activa varias cascadas de sefalizacion que dan lugar a la
expresion de ciclinas D y la posterior activacion de genes diana E2F, promoviendo

la progresion del ciclo celular (Taylor-Harding et al., 2015).

Al regular transcripcionalmente ETV5 a la ciclina D2, la progresion de la
fase G1/S del ciclo celular se veria afectada, ya que, la proteina del
retinoblastoma (pRB), que participa en el mecanismo que mantiene la division
celular en G1 si es que existe una lesion en el ADN. La pRB hipofosforilada se une
al factor de transcripcion E2F, y mientras se mantienen unidos, E2F no puede
promover la transcripcién de los genes necesarios para la sintesis de ADN, asi
como de la ciclina E. En este estado el ciclo celular no puede pasar de G1 a S, sin
embargo, éste mecanismo de bloqueo se elimina cuando la pRB es fosforilada
primero por el complejo ciclina D/Cdk4/Cdk6 y posteriormente por ciclina E/Cdk2,
lo que ocurre como respuesta a una sefial para que el ciclo celular continde
(Johnson y Walker et al., 1999; Shackelford et al., 2000; Bertoli et al., 2013).

De igual manera, en un futuro se evaluara la afectacién de la
proliferacion celular en las células INS1 (832/13), secretoras de insulina, ya

gue en otros estudios se ha demostrado que ciclina D2 es esencial para la
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expansion de la masa de células 3 en respuesta a un espectro de resistencia a la

insulina (Georgia et al., 2010).

8. Objetivos alcanzados

v

Se logré optimizar la transfeccion de siRNA contra ETV5 en las células
HEK293T.
Se realizé el conteo y medicion de la viabilidad celular, asi como la
optimizacion de dichos ensayos en las células HEK293T transfectadas con
SsiRNA contra ETV5.
Se logro la medicion de la proliferacion celular, asi como la optimizacion de
la misma en células HEK293T transfectadas con siRNA contra ETV5.
Se logro la medicion de la apoptosis celular, asi como la optimizacion de la
misma en células HEK293T transfectadas con siRNA contra ETV5
Se realiz6 la extraccion de ARN total y se realizO la reaccion de
transcriptasa reversa (RT-PCR).
Se midieron diferentes transcritos mediante PCR en tiempo real:

o ETV5

o ciclina D2

o E2F1

o S6K1

o L32 (gen control)
Se pudo demostrar la participacion del factor transcripcional ETV5 en la

proliferacion celular a través de sus posibles genes blanco ciclina D2.

9. Conclusion

La disminucion de la expresion de ETV5 redujo el namero de células por

medio de un proceso que involucra parcialmente a la proliferacion celular via

la regulacion transcripcional de la ciclina D2.
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10. Perspectivas

Como se menciond anteriormente, este estudio es parte de un gran
proyecto que busca ver la implicacion de ETV5 en proliferacion celular de las
células INS1 (832/13). Anteriormente, se habia visto que hay una reduccion en el
namero de estas células después de suprimir al gen ETV5 y que la secrecion de
insulina disminuia (Gutierrez-Aguilar et al., 2014). Siendo la insulina una hormona
gue favorece la proliferacion celular, se utilizé la linea celular HEK293T para ver el
efecto de ETV5 sobre la proliferacion celular independientemente de la insulina.

A partir de los resultados obtenidos por este trabajo, donde se observo que
ETV5 pudiera estar afectando directamente la proliferacion via la regulacion
transcripcional de la ciclina D2, se evaluara en un futuro la influencia que tiene la
insulina en la proliferacion. Para esto se utilizara insulina exdgena y se evaluara la

proliferacion celular en células HEK293T en presencia y ausencia de ETV5.

Por otra parte, en las células INS (832/13) en ausencia de ETV5 se les
afiadira insulina exodgena para evaluar la proliferacion celular. De esta forma, se
estudiara si la insulina exégena ayuda a recuperar la proliferacion celular en
ausencia de ETV5. Finalmente, esto se hara con el objetivo de estudiar si la
insulina pudiera ser indispensable para que ETV5 ejerza su funcion sobre la

secrecion de insulina via la modulacién de la proliferacion celular.
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11. Anexos

Listado de reactivos

Scientific

Reactivo No. catalogo Marca Pais de origen
Agente de transfeccion T-2001-02 Dharmaphect E.U.A.
Anexina V' y muerte celular MCH100105 EMD Millipore E.UA
Conteo y viabilidad MCH100102 EMD Millipore E.U.A.
Expresion de genes, Tagman | Hs00153380_m1 Thermo Fisher Scientific | E.U.A.
sonda CCND2 o ciclina D2
Expresion de genes, Tagman | Hs00153451_m1 Thermo Fisher Scientific | E.U.A.
sonda E2F1
Expresion de genes, Tagman | Hs00927557_m1 Thermo Fisher Scientific | E.U.A.
sonda EtV5
Expresion de genes, Tagman | Hs00851655 g1 Thermo Fisher Scientific | E.U.A.
sonda RPL32 o0 L32
Expresion de genes, Tagman | Hs00177357_m1 Thermo Fisher Scientific | E.U.A.
sonda S6K1
Isopropanol 19516 Sigma Aldrich E.U.A.
L-Glutamina 25030-081 GIBCO, Thermo Fisher E.UA.

Scientific

Medio de cultivo DMEM 12491-015 GIBCO, Thermo Fisher E.UA.
Advanced Scientific
Penicilina/ Estreptomicina SV30010 Hyclone E.U.A.
Proliferacién Ki-67 MCH100114 EMD Millipore E.U.A.
Purificacién de ARN total PP-2105 Jena Bioscience Alemania
Sintesis de cADN PCR-511XS Jena Bioscience Alemania
siRNA control 1027281 Qiagen Alemania
SIETV5 L-008894-00-0005 | Dharmacon INC. E.UA
Suero bovino fetal (FBS) 10438018 GIBCO, Thermo Fisher E.U.A.
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