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Clonacion de la region promotora de claudina 6 y
claudina 9 de células de adenocarcinoma gastrico humano.

Resumen

El cancer gastrico es la segunda causa de muerte a nivel mundial y la
tercera causa de muerte por cancer en México. El proceso pre-cancerigeno
conlleva una serie de cambios a nivel morfol6gico y a nivel molecular y, en
consecuencia, los niveles de expresion de varias proteinas se encuentran
desregulados.

Las claudinas son proteinas integrales de membrana cuya expresion se
encuentra alterada en distintos tipos de cancer. En el céncer gastrico, la
expresion de claudina 6 y claudina 9 correlaciona con un mal prondstico en
los pacientes, no obstante, los mecanismos moleculares responsables de la
expresion anormal de estas claudinas no se tienen claros. La inestabilidad
gendmica es un distintivo de las células cancerigenas, por lo que lo méas
probable es que los factores involucrados en la expresién anormal de estas
proteinas se encuentren a nivel transcripcional.

Los vectores reporteros son herramientas esenciales en el estudio de la
regulacion transcripcional. En este proyecto de tesis se clond la region
promotora del gen cldn6 en el vector pmetluc2-reporter con el objetivo de
crear una herramienta para estudiar distintos elementos reguladores
involucrados en la transcripcién de este gen. Mediante distintos ensayos de
funcionalidad, el vector recombinante resulté tener los elementos
reguladores necesarios para la transcripcién de cldn6.

Los estudios enfocados en la regulacion transcripcional de las
claudinas 6 y 9 son importantes para poder comprender los procesos
moleculares involucrados en el cancer gastrico.



1. INTRODUCCION
1.1 CANCER GASTRICO

Cancer es el término que se utiliza para referirse a un conjunto de
enfermedades que comparten caracteristicas distintivas o “hallmarks™ en
inglés. Estas caracteristicas comprenden capacidades bioldgicas adquiridas
que promueven el crecimiento del tumor y la posterior diseminacion de éste
a otros organos (metastasis). EI cancer es la segunda causa de mortalidad en
el mundo. Dentro de los principales tipos de cancer que afectan a la
humanidad se encuentran el cancer pulmonar, cancer colorrectal, cancer de
mama, cancer de higado y cancer gastrico.

El cancer gastrico es la tercera causa de muerte por cancer en el
mundo en ambos sexos. En México representa la neoplasia intestinal mas
frecuente, ocupando el sexto lugar en incidencia y el tercer lugar en
mortalidad por neoplasias en ambos sexos. A nivel de género, los hombres
presentan mayor incidencia de este tipo de cancer.’

1.1.1 Clasificacion histoldgica

El 95% de las malignidades originadas en el estomago son de tipo
adenocarcinoma, el otro 5% corresponde a formas de cancer gastrico poco
comunes como lo son los tumores neuroendocrinos, los tumores
mesenquimales y los tumores linfoproliferativos. El cancer gastrico de tipo
adenocarcinoma se divide principalmente en dos tipos morfohistoldgicos de
acuerdo a la clasificacion de Lauren (1965): el tipo intestinal y el tipo difuso
2 (Fig. 1, Tabla 1). Los tumores que presentan caracteristicas histolgicas de
ambos subtipos se consideran de tipo mixto, mientras que los tumores
indiferenciados, que no pueden ser clasificados en alguna de las categorias
anteriores entran en el grupo de indeterminado.
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Figura 12. (A) Adenocarcinoma de tipo intestinal y (B) adenocarcinoma de tipo difuso. ®

El cancer gastrico de tipo intestinal se caracteriza por la formacién de
glandulas, caracteristica similar que se presenta en el cancer de colon, de
donde se deriva su denominacion. Este tipo de cancer se presenta de manera
esporédica, secundario a factores ambientales propios de las regiones de alta
incidencia, principalmente debido a la infeccion por Helicobacter pylori; se
presenta principalmente en adultos mayores con mayor incidencia en
hombres que en mujeres y tiende a la metastasis hematdgena.

Por su parte, el cancer gastrico de tipo difuso crece en forma de
células aisladas con muy poca o nula formacién de glandulas, se asocia con
mayor frecuencia a la pérdida de la expresion de E-caderina y en menor
medida se asocia a factores hereditarios; se presenta principalmente en
adultos sin distincién de género y tiende a la metastasis peritoneal. Este tipo
de cancer es mas agresivo y tiene peor pronéstico. *

La clasificacion propuesta por la Organizacién Mundial de la Salud °
divide al cancer géastrico en cuatro tipos histolégicos: adenocarcinoma
papilar, adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma mucinoso y carcinoma
poco cohesivo, donde entra el carcinoma de células en anillo de sello °
(Tabla 1). El adenocarcinoma papilar es una variante histolégica comudn que
se desarrolla en el estbmago proximal y se caracteriza por la presencia de
proyecciones epiteliales con un centro fibrovascular.

El adenocarcinoma tubular es el tipo histolégico m&s comin dentro
del cancer gastrico que se caracteriza por la formacion de pélipos gruesos.



El adenocarcinoma mucinoso es el tipo histolégico menos comun
dentro de los adenocarcinomas y se caracteriza por la presencia de
abundante mucina extracelular, que conforma el 50% del volumen del
tumor, con células tumorales esparcidas entre la mucina.

El carcinoma de celulas en anillo de sello se caracteriza por la
presencia de células tumorales con mucina intracelular, con el nicleo
desplazado hacia la membrana celular creando la apariencia de un anillo
donde el citoplasma se observa translucido y con forma globoide. En la
siguiente tabla se hace una comparacion entre las clasificaciones descritas
anteriormente.

Tabla 4. Sistemas de clasificacion de adenocarcinomas del estomago.

Sistema de clasificacion de adenocarcinomas del estomago

OMS (2010) Lauren (1965)
Adenocarcinoma papilar
Adenocarcinoma tubular Tipo intestinal
Adenocarcinoma mucinoso
Carcinoma de células de anillo Tipo difuso
Carcinomas poco cohesivos
Carcinomas mixtos Tipo indeterminado

1.1.2 Factores que participan en el desarrollo del cancer géastrico

El cancer gastrico, al igual que otros tipos de cancer, se origina a
través de una serie de eventos progresivos influenciados por factores
genéticos y por factores ambientales. El principal factor de riesgo para el
desarrollo de cancer gastrico de tipo intestinal es la infeccion por
Helicobacter pylori. Como consecuencia de la infeccién se genera un
estado de inflamacion crénica que desencadena una secuencia de procesos
pre-cancerigenos, caracterizados histolégicamente como gastritis cronica no
atrofica, gastritis cronica multifocal, metaplasia intestinal, displasia y
finalmente carcinoma invasivo. ’



Gastritis no atrdfica: Se caracteriza por presentar infiltrado de linfocitos,
macrdfagos y células plasmaticas predominantemente en el antro del
estdbmago.

Gastritis atrofica: Se caracteriza por la pérdida multifocal de las glandulas
gastricas originales secretoras de moco.

Metaplasia intestinal: Se caracteriza por la aparicion de glandulas con
fenotipo intestinal que reemplazan a las glandulas gastricas originales, asi
como la disminucion de las secreciones normales gastricas, 1o que provoca
hipoclorhidria.

Displasia: Se caracteriza por la aparicion de células con fenotipo neoplésico
(nucleo hipercromatico) que se encuentran confinadas a las estructuras
glandulares sin penetrar en la membrana basal.

Adenocarcinoma de tipo intestinal.

Se ha reconocido de manera general que el proceso pre-cancerigeno
comienza con la infeccién por H. pylori en etapas tempranas de la vida
(infancia), va progresando través del tiempo (durante varios afios) y
eventualmente culmina en el desarrollo de cancer gastrico en unos cuantos
pacientes.®> La progresion de la infeccion por H. pylori dependera
principalmente de los factores asociados al agente infeccioso (factores de
virulencia), la susceptibilidad genética del paciente (polimorfismos en genes
de la respuesta inmune) y de los factores relacionados con el ambiente
exterior (consumo excesivo de sal, infecciones parasitarias y consumo de
antioxidantes).® La infeccién por H. pylori también puede ocasionar el
desarrollo de cancer gastrico de tipo difuso. A diferencia de lo que ocurre en
el cancer gastrico de tipo intestinal, en el tipo difuso no es posible observar
las etapas pre-cancerigenas descritas anteriormente.

El proceso pre-cancerigeno del cancer gastrico de tipo difuso esta
asociado a defectos en las adhesiones celulares y a factores hereditarios. El
principal factor involucrado en el proceso pre-cancerigeno es la pérdida de
la expresion de la proteina de adhesion E-cadherina. Distintas mutaciones a
nivel germinal encontradas en el gen CDH1 (E-cadherina) han sido
asociadas al desarrollo de cancer gastrico hereditario de tipo difuso, estas
mutaciones derivan en la pérdida de la funcion de la proteina E-cadherina.



Otro tipo de anormalidades genéticas encontradas en este tipo de
cancer son alteraciones a nivel epigenético, como por ejemplo la
hipermetilacion del promotor de CDH1 en el alelo no mutado. La
susceptibilidad a desarrollar cancer gastrico de tipo difuso también se ha
asociado a polimorfismos en el gen PSCA (antigeno de células troncales de
prostata), el cual presuntamente estd implicado en la regulacion de la
proliferacion del epitelio gastrointestinal. °

El proceso pre-cancerigeno en cualquiera de los dos tipos de cancer
gastrico (difuso e intestinal) conlleva una serie de cambios a nivel
morfoldgico y a nivel molecular en las células del tejido. Dentro de estos
cambios se encuentran desregulaciones en los niveles de expresion de
distintas proteinas. Se ha reportado que la expresion de las uniones estrechas
se encuentra desregulada en muchos tipos de cancer, en el caso especifico
de cancer gastrico, las proteinas claudinas tienen un patron anormal de
expresion que se relaciona con la agresividad del tumor. *° En un estudio
realizado por Renddn-Huerta et al., se observo que la expresion de claudina
6 y claudina 9 en biopsias de cancer gastrico correlaciona con un mal
pronéstico en los pacientes.'* Mediante estudios in vitro, se logré demostrar
que la sobre-expresion de estas claudinas en células AGS aumenta la
invasividad, migracion y tasa de proliferacion. *?

1.2 LAS CLAUDINAS
1.2.1 Las uniones estrechas

Las uniones estrechas son un tipo de contacto célula-célula localizado
en la zona apical de la membrana lateral de las células polarizadas, como lo
son las células epiteliales y endoteliales. Estas uniones forman una barrera
que impide la libre difusion de agua y solutos a través del espacio
paracelular. Las uniones estrechas estan formadas por un complejo grupo de
proteinas integrales de membrana y proteinas adaptadoras. Dentro de las
proteinas integrales de membrana se encuentran las TAMPs (Tight Junction-



Associated Marvel domain-containing proteins), las JAMs (Junctional
Adhesion Molecules) y las claudinas. Las principales proteinas adaptadoras
son las ZO-1,2 y 3 (Zona Occludens), la cingulina y la paracingulina. 2

1.2.2 Las claudinas

Las claudinas son una familia de proteinas integrales de membrana
formada por 27 miembros reportados en mamiferos, de los cuales algunos
son generados mediante el proceso de splicing alternativo. En los humanos
se han reportado 26 tipos de claudinas, siendo la claudina 13 la proteina no
conservada.

Las claudinas estan formadas por 4 dominios transmembranales, 2
asas extracelulares y dos dominios intracelulares (Figura 2). Las asas
extracelulares se encuentran implicadas en procesos bioldgicos de alta
relevancia. En condiciones fisiologicas normales, las asas permiten el paso
selectivo de iones y la interaccion con otras claudinas (de las células
adyacentes) lo que es importante para el mantenimiento y la homeostasis del
epitelio. El asa extracelular 1 es la region de la claudina que confiere la
selectividad para el paso de iones mientras que el asa extracelular 2 esta
implicada en las interacciones entre claudinas, que pueden ser de tipo
homotipicas o heterotipicas.*

En condiciones patoldgicas el asa numero 1 de claudina 1 sirve como
co-factor en la entrada del virus de la hepatitis C a las células de higado,
mientras que el asa numero 2 de claudina 3 y 4 sirve como receptor de
toxinas bacterianas (tetradotoxina de Clostridium perfringens). Los
dominios intracelulares de las claudinas incluyen sitios de palmitoilacion,
sitios de fosforilacion y sitios de union PDZ, los cuales participan en la
localizacion de la proteina y en la interaccion con diversas proteinas de las
uniones estrechas.
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Figura 13. Esquema general de las claudinas

Las claudinas estdn divididas funcionalmente en cuatro grupos:
claudinas con funcion de barrera, con funcion de poro, con funcion
inconsistente y con funcion desconocida. Las claudinas con funcién de
barrera reducen la permeabilidad en el flujo paracelular. A este grupo
pertenecen las claudinas 1, 3, 5, 11, 14 y 19. Las claudinas con funcion de
poro aumentan la permeabilidad en el flujo paracelular. Este grupo se
subdivide en las claudinas selectivas de cationes, como la claudina 2, 10b y
15, y en claudinas selectivas de aniones, como la claudina 10a y 17. Dentro
del grupo de las claudinas con funcion inconsistente estan la claudina 4, 7, 8
y 16, mientras que las claudinas con funcion desconocida son la claudina 6,
9, 12, 13, 18, 20-27," aunque en estudios recientes se ha logrado
comprender la funcién de la claudina 6 y la claudina 9 en ciertos tipos
celulares.



La claudina 6 se encuentra principalmente expresada durante el
desarrollo embrionario y su expresion en tejidos adultos es muy poco
comun. En células MDCK (rifion de perro) regula la permeabilidad de los
iones de sodio y cloro. * La claudina 9 también se encuentra expresada en
etapas tempranas del desarrollo embrionario mientras que en tejidos adultos
se encuentra expresada en la coclea, donde su funcion es la regulacion del
flujo paracelular del ién potasio. Los defectos de la claudina 9 en este
6rgano causan sordera.” Al igual que claudina 1, la claudina 6 y la claudina
9 funcionan como co-factores de entrada para el virus de la hepatitis C.*®

La expresion anormal de claudinas en los distintos tipos de cancer no
se encuentra del todo comprendida, pero al igual que sucede en los distintos
tejidos del cuerpo, la expresion de claudinas en el cancer es tumor
especifica. El incremento o la disminucién en los niveles de expresion de las
claudinas en distintos tipos de tumores se encuentran estrechamente
relacionados con la progresion tumoral.*

En la tabla 2 se muestra el rol que desempefian distintas claudinas en
la progresion tumoral.

Tabla 5. Participacion de las claudinas en la progresion tumoral.

Claudina Cancer Funcion Experimento Rol
Mama Aumento de la In vitro Promotor
migracion de cancer
celular
Claudina Higado Induccion de In vitro Promotor
1 transicion de cancer
epitelio
mesénquima
Estomago | Inhibicion de la In vivo Supresor de
tumorigénesis tumores
Claudina Ovario Promueve el In vivo Promotor
3 crecimiento de cancer
tumoral y la
metastasis




Ovario Estimulacién de In vivo Promotor
Claudina angiogénesis de cancer
4 Pancreas Supresién de In vivo Supresor de
metastasis tumores
Géstrico Aumento de la In vitro Promotor
proliferacion. de cancer
Claudina Migracion e
6 invasion
Mama Inhibicion de In vitro Supresor de
migracion e tumores
invasion
Pulmén Inhibicién de la In vivo Supresor de
migracion y tumores
crecimiento
Claudina tumoral
7 Colorrectal | Aumento de la Invitro e in Promotor
proliferacion y vivo de cancer
tumorigenicidad

Dado que una de las caracteristicas de las células cancerigenas es la
inestabilidad gendmica, es muy probable que el principal factor encargado
de la expresion anormal de las claudinas se encuentre a nivel
transcripcional.

1.2.3 Regulacion transcripcional de las claudinas

Existen dos grandes niveles en los cuales la expresion de una proteina
es regulada: la regulaciéon a nivel transcripcional y la regulacion a nivel
post-transcripcional. La regulaciéon a nivel transcripcional estd a cargo de
distintos elementos reguladores del ADN, los cuales se dividen en dos
clases: elementos reguladores en —cis y elementos reguladores en —trans.
Los elementos reguladores en —cis forman dos familias de secuencias de
ADN reguladoras, las cuales son el promotor y los elementos reguladores
distantes.

10



PROMOTOR ' ELEMENTOS REGULADORES DISTANTES

Promotor central Enhancers

Silencers

Elementos reguladores Insulators
préximos Regiones control de locus

El promotor central es una region rio arriba (algunas veces rio abajo)
del sitio de inicio de la transcripcion de un gen, el cual funciona como sitio
de unién para los factores de transcripcion generales y para la ARN
polimerasa Il. Los promotores centrales mas comunes son la caja TATA, la
caja CAAT y la caja GC. Los elementos reguladores préximos se
encuentran rio arriba del promotor central y contienen sitios de unién para
los elementos de regulacion en —trans, es decir, para los factores de
transcripcion especificos. Uno de los elementos reguladores proximos mejor
estudiados son las islas CpG. Las islas CpG son secuencias de ADN de
aproximadamente 100 a 1000 p.b. cuya composicion de nucleétidos G
(guanina) y C (citosina) es >50%. La mayoria de los dinucledtidos CpG en
el genoma humano se encuentran metilados en el carbono cinco de la
citosina (5-metilcitosina) pero los dinucle6tidos CpG de estos elementos
reguladores normalmente no se encuentran metilados. El grado de
metilacion del ADN es también un mecanismo por el cual se regula la
transcripcion de los genes. Los genes con promotores metilados tienen poca
0 ninguna actividad transcripcional, mientras que los promotores no
metilados tienen gran actividad transcripcional. Las secuencias de ADN
metiladas tienen efecto en la conformacion de la cromatina, ya que a estos
sitios son reclutadas proteinas involucradas en la desacetilacion de histonas,
lo que tiene como consecuencia un estado mas compacto de la cromatina y
por ende la represion de la transcripcién. En su conjunto, el promotor puede
llegar a medir de 100 a 3000 p.b., ya que los elementos reguladores
préximos pueden encontrarse lejos del sitio de inicio de la transcripcion.

Los elementos reguladores distantes son secuencias de ADN
localizadas rio arriba (en algunos casos rio abajo) del sitio de inicio de la
transcripcion de un gen (a més de 10 k.b. de distancia) o, en algunos casos,
localizadas en las regiones UTR de un gen. La interaccién entre estos
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elementos reguladores y la maquinaria de transcripcion ocurre por cercania
fisica, la cual es conseguida mediante la formacion de bucles en el ADN.
Dependiendo del efecto que ejerzan sobre la maquinaria de transcripcion,
los elementos reguladores a distancia se clasifican en:

Enhancers—> Activan la transcripcion.

Silencers—> Reprimen la transcripcion.

Insulators—> Bloquean y separan la actividad transcripcional de distintos
genes.

Regiones control de locus—> Regiones compuestas por enhancers, silencers
e insulators que regulan la actividad transcripcional de un locus entero. %

El grupo de los elementos reguladores en —trans se encuentra formado
por los factores de transcripcion especificos, los cuales son proteinas con
dominios de union a ADN que promueven o reprimen la transcripcion. A
continuacion se describen los principales motivos de unién a ADN:*
Hélice-bucle-hélice ->es un motivo conservado evolutivamente formado por
una regién de aminodcidos basicos y dos hélices alfa separadas por un
bucle. Los factores de transcripcion con este motivo estan encargados de
regular el desarrollo de células musculares, nerviosas, sanguineas y
pancreaticas.

Hélice-giro-hélice>esta compuesto por dos hélices alfa unidas por una
pequefia secuencia de aminodcidos (forman el giro). Los factores de
transcripcion con este motivo estan involucrados en la supresion de distintos
genes durante la diferenciacion celular.

Dedo de zinc>esta compuesto por una horquilla beta coordinada con una
hélice alfa mediante un i6n de zinc. Los factores de transcripcion con este
motivo tienen la capacidad de remodelar la cromatina y la estructura del
ADN.

Cierre de leucina—>esta compuesto por una region basica de aminoacidos
que se une al ADN y por una hélice alfa con residuos de leucina cada siete
aminoacidos, esta estructura forma dimeros unidos a través de las leucinas
(lo que da el aspecto de un cierre). Los factores de transcripcion con este
motivo estan involucrados en la regulacion de la division celular.
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Existen diversas investigaciones donde se analiza la regulacion a nivel
transcripcional de las claudinas, tanto en condiciones fisiol6gicas como en
condiciones patoldgicas. En la siguiente tabla se muestran algunos de los
factores de transcripcion involucrados en la regulacion de estas proteinas en
distintas condiciones. %

Tabla 6. Reguladores transcripcionales de las claudinas.

Proteina Regulador Sitio de Actividad Condicion
transcripcional ~ unién en | transcripcional
la region
Sp-1 -138a-76 Epitelio
p.b. intestinal
Claudina Activacion
1 Cdx-2 Cancer de
-1160 a colon
850 p.b.
Claudina Cdx-2 -1067 a -1 Activacion Epitelio
2 p.b. intestinal
Claudina Sp-1 -112a-74 Activacion Cancer de
3 p.b. ovario
Claudina Sp-1 -105 a-49 Activacion Cancer de
4 p.b. ovario
Claudina FoxO1 -2906 a - Represion Células
5 2871 p.h. endoteliales
Claudina ELF-3 -150 p.b. Activacion Sarcoma
7 sinovial
Inflamacion
Claudina Hnf4a -693 a -47 Aumenta cronica
15 p.b. epitelio
intestinal
Claudina Sp-1 -139a-75 Aumenta Células de
19 p.b. rifion

En el caso del cancer de ovario, claudina 3 y claudina 4 se encuentran
sobre-expresadas y este aumento tiene correlacion con un mayor potencial
de invasividad de los tumores. Se ha demostrado que un sitio de union para
el factor de transcripcion Sp-1 en el promotor de los genes cldn3 y cldn4 es
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indispensable para su actividad transcripcional. Adicionalmente, la actividad
transcripcional de estas claudinas estd regulada por metilaciones en los
dinucledtidos CpG que se encuentran alrededor del sitio de union para Sp-1.

Las lineas celulares de ovario cuya expresion de claudina 3 y 4 esta
aumentada no presentan metilaciones en la region promotora, mientras que
en las lineas celulares de ovario que no expresan estas claudinas se observan
patrones de metilacion en el promotor. %% Estas mismas claudinas se
encuentras sobre-expresadas en cancer gastrico de tipo intestinal, pero en
este caso su regulacion a nivel de transcripcion se da a través del factor de
transcripcion Cdx2.

En la actualidad no hay estudios en los que se reporte con detalle
cuéles son los elementos de regulacion transcripcional presentes en los
promotores de claudina 6 y claudina 9. Como se menciond anteriormente, la
expresion de estas claudinas correlaciona con un mal prondstico en los
pacientes con cancer gastrico, por lo cual es importante el desarrollo de una
metodologia que permita estudiar la dindmica en la regulacion de estos
genes con el objetivo de comprender de una mejor manera los procesos
moleculares que ocurren en el cancer gastrico.

El uso de genes reporteros es una herramienta Gtil para el estudio de la
regulacion genética de las proteinas bajo un estimulo en especifico. El
objetivo de este proyecto de tesis es clonar la region promotora de los genes
de claudina 6 y claudina 9 en un vector acoplado a la proteina luciferasa,
para obtener una herramienta que pueda ser utilizada en estudios de genes
reporteros y, de esta manera, se puedan estudiar los distintos elementos de
regulacion transcripcional de estos genes. Con el fin de evaluar la correcta
actividad transcripcional de los promotores clonados, se decidio utilizar el
modelo de estimulacion de células AGS con LPS de la bacteria
Helicobacter pylori. En este modelo ya se ha demostrado que la via de
sefializacion activada a través del receptor TLR2 promueve un aumento en
los niveles de proteina de claudina 6 y claudina 9 simultdneo a un aumento
en los niveles del factor de transcripcion Cdx2, lo cual sugiere que se esta
promoviendo la transcripcion. 2° Este modelo es ideal para probar, mediante
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ensayos de luciferasa, que las secuencias clonadas funcionan como
promotor de sus respectivos genes.
2. Hipdtesis

Al clonar el promotor de los genes cldn6 y cldn9 se podran identificar
los principales elementos de regulacién transcripcional.

3. Objetivo general

Clonar la region promotora de los genes cldn6 ycldn9 de humano.

3.1 Objetivos especificos

1. Obtener la secuencia del promotor de los genes cldn6 y cldn9.

2. Analizar la secuencia del promotor para buscar elementos
putativos de regulacion transcripcional.

3. Disefar primers para amplificar los promotores.

4, Clonar los promotores en el plasmido pmetluc2-vector.

5. Evaluar la funcionalidad del promotor clonado.

15



4. MATERIAL Y METODOLOGIA
4.1 MATERIALES
4.1.1 Reactivos

Los reactivos y medios utilizados para el cultivo celular fueron: D-
MEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), suero fetal bovino (SFB),
piruvato de sodio, L-glutamina, penicilina-streptomicina y geneticina
(G418). Estos reactivos se adquirieron de la compafila Gibco. La
transfeccion de las lineas celulares se realizo con el reactivo Lipofectamina
2000 de Thermofisher.

Los reactivos utilizados en la extraccion de ADN gendémico como
acetato de potasio, isopropanol grado molecular, etanol grado molecular y
los reactivos que componen el buffer de lisis (SDS, Tris-Cl y EDTA) se
adquirieron de la compafila Biorad. Las enzimas utilizadas, como
Proteinasa-K y RNAsa A, se adquirieron de Thermofisher.

La extraccion de ADN plasmidico se realizo con el kit comercial
Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System de la compafiia
Promega.

Los reactivos utilizados en la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) fueron: High Fidelity Hot Start Polymerase y High Fidelity Buffer de
Jena Bioscience, dNTP mix de Promega y los primers utilizados fueron
sintetizados por la compafiia IDT a través de UNIPARTS.

Las enzimas de restriccion utilizadas se adquirieron de las compafiias
New England Biolabs (Acc65l, Eco53kl y Hindlll) y de Thermofisher
(BamHI y EcoRl).

Los reactivos utilizados en la preparacion de geles, como agarosa y
bromuro de etidio, se adquieron de la compafia Merck.
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4.1.2 Material biol6gico

Las lineas celulares AGS (células de adenocarcinoma gastrico
humano) utilizadas en este trabajo pertenecen al laboratorio de
Inmunobiologia del departamento de Biologia Celular y Tisular, Facultad de
Medicina, UNAM. Disponibles en ATCC con el numero de catalogo CRL-
1739.

La cepa de bacterias DH5a de Escherichia coli utilizada para la
clonacidn pertenece al laboratorio de Inmunobiologia del departamento de
Biologia Celular y Tisular, Facultad de Medicina, UNAM.

Los plasmidos pmetluc2-vector y pmetluc2-control se adquirieron de
la compafiia Clontech.

42  METODOS
4.2.1 Obtencién de la secuencia promotora de los genes de interés

La secuencia de la regién promotora de los genes de claudina 6 y
claudina 9 se obtuvo a partir de la base de datos UCSC Genome Browser
(disponible en https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway).

Se consideraron 2500 pares de bases rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion para la region promotora de claudina 9, mientras que, para la
region promotora de claudina 6 se consideraron 2000 pares de bases.
También se consideré la region 5° UTR de cada gen.

422 Busqueda de probables elementos reguladores
transcripcionales en las secuencias promotoras de cldn6 y cldn9.

Los probables elementos de regulacion de la secuencia promotora de
cldnéy cldn9 se obtuvieron mediante el programa en linea EMBOSS CpG
island searcher (disponible en https://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/),
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también se busco en la secuencia promotora de cldn6 y cldn9 los motivos
TATAWAW (la W representa Ao T), GGGCGG y CCAAT.

Con base en los probables elementos de regulacion se disefiaron los
primers, con el fin de no omitir ningdn putativo elemento regulador en la
clonacion.

4.2.3 Disefio de los primers.
Para el disefio de los primers se utilizé el programa PRIMER-BLAST

del NCBI (disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
Los parametros para la busqueda de primers fueron los siguientes:

o Tamafo de 18 a 24 pares de bases.

o Tm (temperatura de alineamiento) entre 55°C-58°C y similar
entre pares.

o Contenido de los nucledtidos G/C alrededor del 50%.

Se seleccionaron los pares de primers que cumplieran con las
siguientes condiciones:

o Generaran un producto amplificado de un tamario entre 2000 y
3000 pares de bases.

o El producto amplificado abarcara parte de la region 5 UTR.

o Los pares fueran especificos para la region de interés y no

amplificaran otras regiones del genoma.

A los pares de primers seleccionados se les agregd la secuencia de la
enzima de restriccion correspondiente para la posterior clonaciéon en el
plasmido pmetluc2-vector. Se eligieron las enzimas de restriccion sin sitio
de union en la secuencia promotora delimitada.

4.2.4 Extraccion de ADN genémico

A partir de un cultivo de celulas AGS en una caja petri P100, en
confluencia, se obtuvo el ADN gendmico como se describe a continuacion:
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se retird el medio de cultivo y se lavaron las células 2 veces con 3 ml de
PBS, se retird el PBS y se agreg6 2 ml de PBS para levantar las células de la
caja con un gendarme. La suspension celular se transfirio a un tubo
eppendorf de 2 ml y se centrifugd a 1500 rpm x 2 min. Se retird el
sobrenadante, se agregaron 600 ul de buffer de lisis frio, se homogenizo la
mezcla y se le agregaron 3 ul de proteinasa-K. La muestra se incubo por 3
horas a 55°C. Transcurrido el tiempo se dejo enfriar a temperatura ambiente,
se agregaron 0.6 pl de RNAsa-A y se incubo por 30 min a 37°C.

Transcurrido el tiempo se agregaron 200 ul de solucion de acetato de
potasio y se mezcld por inversion. Posteriormente se centrifugo la muestra a
12,000 rpm x 5 min a 4°C. El sobrenadante fue transferido a un tubo limpio
y se afadieron 1.5 ml de isopropanol. La muestra se volvié a centrifugar
como fue descrito anteriormente y se procedieron a hacer dos lavados con
etanol al 80%. Se decanto el etanol y se dejé secar el pellet por 20 min.
Finalmente el pellet se resuspendié en 50 pl de agua libre de DNAsas y se
solubilizé mediante incubacion por 30 min a 65°C.

La cuantificacion y la determinacion de la calidad del ADN se
determinaron mediante la medicion de la densidad dptica a 260nm y 280nm.

4.2.5 Amplificaciéon por PCR de la region promotora.
Mediante la técnica de PCR se amplificaron los promotores de los

genes de claudina 6 y claudina 9 a partir de ADN genomico.
El programa que se utiliz6 en el termociclador fue el siguiente:

Temperatura Tiempo Ciclos
95 °C 3 minutos 1
95 °C 30 segundos
66.6 °C para cldn-6 30 segundos 30
64.1 °C para cldn-9
72 °C 3 minutos
72 °C 3 minutos 1
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Para verificar el tamafio y la calidad del producto se corri6 un gel de
agarosa al 0.8% a 35 V (voltaje constante). Se utilizé el marcador de peso
molecular de 1kb para corroborar el peso molecular del fragmento
amplificado.

4.2.6 Purificacion del producto de PCR

El producto de PCR fue purificado utilizando el kit Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System de Promega siguiendo las instrucciones
del fabricante. Posteriormente se cuantificé el ADN purificado en un
Nanodrop 2000 (Thermofisher).

4.2.7 Clonacion del producto en el plasmido pmetluc2-vector.

Digestion de los productos de PCR y de los plasmidos con las
enzimas de restriccion seleccionadas.

Para la clonacién de la region promotora de cldn-6 (inserto-cldn6) se
utilizaron las enzimas de restricciéon EcoRIl y BamHI Thermo FastDigest de
Thermofisher. La reaccion de doble digestion del inserto-cldn6 fue a 37 °C
por 15 minutos. Posteriormente se procedid a la purificacion del inserto-
cldn6 digerido mediante la técnica de fenol/cloroformo y se precipité el
ADN en etanol toda la noche a -20 °C.

El plasmido pmetluc2-vector fue digerido utilizando las enzimas de
restriccion EcoRI y BamHI Thermo FastDigest a 37°C por 15 minutos.
Posteriormente se procedio a la purificacién del pmetluc2-vector digerido
mediante la técnica de fenol/cloroformo y se precipitd el ADN en etanol
toda la noche a -20 °C.

Al dia siguiente se procedio a la desfosforilzacion del inserto-cldn6
con la fosfatasa CIP por 1 hora a 37 °C. Al final se realizd de nuevo la
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purificacion por fenol/cloroformo y se precipité el ADN en etanol a -20 °C
toda la noche.

Para la clonacién de la region promotora de cldn-9 (inserto-cldn9) se
utilizaron las enzimas de restriccion Hindlll y Acc65l de Thermofisher y
New England Biolabs respectivamente. La reaccion de digestion del inserto-
cldn9 fue a 37 °C por 5 horas con la enzima de restriccién HindlIIl.
Posteriormente se procedi6 a la purificacion del ADN digerido mediante la
técnica de fenol/cloroformo y se precipitdo el ADN digerido en etanol a -
20°C toda la noche. Al dia siguiente se realizo la digestion con la enzima de
restriccion Acc65l a 37 °C por 3 horas y se procedié a purificar nuevamente
por fenol/cloroformo y se precipité el ADN digerido en etanol a -20°C toda
la noche.

El plasmido pmetluc2-vector fue digerido utilizando la enzima de
restriccion Hindlll a 37°C por 5 horas. Posteriormente se procedio a la
purificacion del pmetluc2-vector digerido mediante la técnica de
fenol/cloroformo y se precipité el ADN en etanol toda la noche a -20 °C. Al
dia siguiente se realizé la digestion con la enzima de restriccion Acc65l a 37
°C por 3 horas, en la ultima hora se le agrego a la reaccion la fosfatasa CIP.
Al final se realiz6 de nuevo la purificacion por fenol/cloroformo y se
precipito el ADN en etanol a -20 °C toda la noche.

Una vez realizadas las reacciones de digestion y de desfosforilacion,
los insertos y el vector fueron analizados en el Nanodrop para verificar su
calidad al igual que su concentracion.

Reaccion de ligacion de los insertos en el plasmido pmetluc2-
vector.

La reaccion de ligacion se realizd con una relacién molar de 3:1

inserto-vector. Para la ligacion se utilizo la T3 ADN ligasa de Promega. La
reaccion se dejo incubar 2 horas a 25°C.
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Transformacién de las bacterias.

Para la transformacion se utilizaron bacterias E. coli de la cepa DH5a.
competentes generadas quimicamente. ElI metodo de transformacion
utilizado fue el de choque térmico. Las bacterias competentes més el
producto ligado se incubaron en hielo por 40 minutos. El choque término
fue de 90 segundos a 42 °C seguido de 4 minutos en hielo. Las bacterias
transformadas se recuperaron en medio LB a 37 °C por una hora.
Posteriormente las bacterias se plaquearon en cajas petri con medio agar-LB
mas el antibidtico de seleccion kanamicina a 50ug/ml a 37 °C.

Obtencion de las bacterias transformadas con el plasmido ligado a
las secuencias promotoras.

La obtencion de las bacterias positivas a las secuencias de interés se
realizd6 mediante el método de seleccion por resistencia a kanamicina. La
insercion de las regiones promotoras de cldn-6 y de cldn-9 en el vector se
confirmé por PCR de colonias y por ensayo de restriccion.

Para el PCR de colonias se utilizaron las mismas condiciones descritas
anteriormente (en la seccion amplificacion por PCR de la region
promotora). Mediante un ensayo de restriccion se confirmo la correcta
orientacion del inserto respecto al marco de lectura del vector. La enzima
utilizada para el vector pmetluc2-promcldn6 fue Eco53KI. La enzima para
el vector pmetluc2-promcldn9 fue BamHIl.

Una vez identificadas las colonias recombinantes, se realiz6 un cultivo
de bacterias para extraer el ADN plasmidico recombinante utilizando el kit
Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System siguiendo las
recomendaciones del fabricante.
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4.2.8 Funcionalidad del promotor clonado.

Para verificar que la clonacion del promotor de cldn6 y cldn9 en el
plasmido pmetluc2-vector es funcional, se realizaron ensayos de luciferasa
en células AGS transfectadas con los vectores recombinantes.

Transfeccién transitoria de las células AGS con el vector
recombinante pmetluc2-promcldn6

La transfeccion de las células AGS se realizd con el reactivo
Lipofectamina 2000 siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante
para placas de 6 pozos.

Se realizaron tres distintas preparaciones de lipofectamina+vectores
en una relacién 1:1.
Los tres vectores utilizados fueron:
. Pmetluc2-promcldn6
o Pmetluc2-vector
. Pmetluc2-control vector

La regulacion transcripcional del vector pmetluc2-control esta bajo el
control del promotor inmediato de citomegalovirus (Pcmv), el cual es un
elemento regulador constitutivamente activo.

Los complejos lipofectamina+vectores se incubaron durante 5 horas y
media con las células AGS en medio de cultivo Opti-MEM y en condiciones
estandar de cultivo (37 °C, 5% CO,). Se utilizaron placas de 6 pozos a
aproximadamente 70% de confluencia. Una vez finalizado el tiempo de
incubacidn, se retird todo el medio de cultivo y se agregd medio DMEM al
10% de SBF.
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Tratamiento con LPS en las células AGS transfectadas

La siguiente figura muestra el disefio experimental utilizado para los
tratamientos con LPS:

Placas con tratamiento de LPS Placas sin tratamiento

Una placa por cada tiempo. Una placa por cada tiempo.
Tiempo 1: 8 h Tiempo 1: 8 h

Tiempo 2: 12 h Tiempo 2: 12 h

Tiempo 3: 24 h Tiempo 3: 24 h

Tiempo 4:48 h Tiempo 4: 48 h

Los tratamientos se realizaron 12 horas después de que finaliz6 la
incubacion con los complejos lipofectamina+vectores. Antes del
tratamiento se realizaron dos lavados en las células AGSt con 1ml de PBS
1X. Posteriormente se agregd 1 ml de medio de cultivo DMEM al 5% de
SBF preparado con la suspension de LPS para las placas de los tiempos 1y
2, y 1.5 ml de medio de cultivo DMEM al 5% de SBF preparado con la
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suspension de LPS para las placas de los tiempos 3 y 4. La concentracion
final utilizada de LPS fue de 10ng/ml. A las células AGSt control se les
agreg6 1 ml medio de cultivo DMEM al 5% de SBF sin LPS para las placas
de los tiempos 1y 2, y 1.5 ml de medio de cultivo DMEM al 5% de SBF sin
LPS para las placas de los tiempos 3 y 4.

Para poder realizar los ensayos de luciferasa, se retird el sobrenadante
de cada condicion experimental con sus respectivos controles transcurridas
8, 12, 24 y 48 h después del inicio del tratamiento con LPS. El sobrenadante
se guardd en un tubo eppendorf a -20 °C.

Ensayos de luciferasa

Los ensayos de luciferasa se realizaron con el kit Ready-To-Glow
Secreted Luciferase Reporter Systems de Clontech siguiendo las
indicaciones recomendadas por el fabricante.

Se colocaron 50 pl de cada sobrenadante recolectado en una placa de
96 pozos blanca por triplicado y se le agregd a cada pozo 5 ul de la
preparacion 1X sustrato/buffer de reaccion.

La placa se leyo inmediatamente en un luminometro.

5. RESULTADOS
5.1 Secuencia promotora de los genes de claudina 6 y claudina 9.

Los genes que codifican para las proteinas claudina 6 (Cldn-6) y
claudina 9 (Cldn-9) se encuentran ubicados en la posicién 13.3 del brazo
corto del cromosoma 16 (16p13.3). Los genes se encuentran distribuidos de
manera contigua en hebras opuestas de la cadena de ADN, separados por
205 pares de bases. Debido a que se encuentran en hebras distintas, la
transcripcion de los genes no ocurre en la misma direccion, por lo cual la
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region promotora rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion no es la
misma.

HM_B21195 4 _— > NP_PE7E12.2

HF_BEE152.1 « [« ] 0 11 pzEsEz 3

Figura 14. Localizacion de los genes de cldn6 y cldn9.

La regulacion a nivel transcripcional de los genes cldn6 y cldn9 no ha
sido estudiada a detalle. Debido a la falta de estudios sobre los elementos
reguladores de estos genes, se decidid clonar una regién de 2000-2500 pares
de bases rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion, con el fin de
abarcar el mayor nimero de regiones reguladoras que putativamente se
encuentren implicadas en la regulacion transcripcional de estos genes. En el
caso del gen de cldn6, existe un estudio bioinformatico en el cual se predice
que las principales regiones reguladoras de este gen se encuentran de 200 a
2000 pares de bases rio arriba del sitio de inicio de la transcripcién %, por lo
cual se considerd adecuado el numero de pares de bases a clonar.

A continuacion se muestra la secuencia correspondiente a la region
promotora rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de los genes cldn6
y cldn9.

Regién promotora del gen cldn6 (2000 pares de bases rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcion, region 5° UTR y coddn de inicio de la
traduccion)

>hg38_ncbiRefSeqCurated _NM_021195.4 range=chrl6:3018188-3020187 5"pad=0
3"pad=0 strand=- repeatMasking=none
AGGGACGCAGACCCCCTTCCTTGCCCAGCCGGTGATCTAGTCCAGCGTGCGTGGTGTGGGGAAATCAAAAATTAGA
CACGAGTGCTCGCTTCGGCAGCACATATAGAAATCAGACACGAACGGCCGGACGCGGTGGCTCACGCCTTTAATCC
CATCAGTTTGGGAGTCTGAGGCAGGCGGATTACGAGGTCAGGAGTTCGAGAGCAGCCTGACCAACGTGGTGAAACG
CCGTCTCTACTCGAAATACAAAAATTAGCCGGGCGTGGTGGCGCGCGCCTGCAATCCGAGCTACTCAGGAGGCTGA
GGCAGGAGAATCTCTTGAACCCGGGAGGCAGAAGTTGCAGTGAGCCGAGATCGCGCCACTACACTCCAGCCTGGGC
GACAGAGTGAGAGTCCGTCTCAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAACAAACAAACAAACAATAAAA
AGAAATCAGACACACGACCAATCCATGCAGAGATCACTGCAGCTTCCTTCCCCCCACCTCCCCTTGAGATTGCGTC
TCACTCTTGCTCAGCCTGGAGTGCAGTGGTACGATCACGGCTCTCTGGGCTCAGGTGAGCCTCCCACCTCAGCCTC
CCAAGTAGCTGGGACCACAGGCCCTGCCCCACCACGTCCGGCTAATTTTTGTATTTTTTGTAGAGACCAGGGTCTT
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ACTATGTTGCCCAGGTTAGCCTGGCCACTACAGCTTTGTTAAGGGCCCGGGGGGTATAACAATTAAACCTGAGGTC
AGGAGCTCGAGACCAGCCTGGCCAACTTGGTGAACCCCCGTCTTTACTAAAAATAAAAAAAAGAAAGAAGTTAGCC
GGGCGTGGTAGTGGGCGCCTGTAATCTCAGCTACTCGGGAGACTGAGGCAGGAGAATTTCTGGAACCTGGGAGACG
GAGGTTGCAGTCAGTCGAGATAGCGCCATTGCACTCCAGACTGGGCGACAGAGAGGGCCTCCATCTCAAAAAACAA
AACAGGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACAT TGGGAGGCCGAGGCGGGCAGATCACGAGGTCAG
GAAATCGAGGCCATCCTGGCTAACACGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAAATTAGTCGGGGGTGGT
GGCGGGCACCTGTAGTAGTCCCAGCTACTCTGGAGGCTGAGGCAGGTGAATGGCGTGAACCCGGAAGGCAGAGCTT
GCAGTGAGCCAAGATCGCGCCACCACACTCCAGCCTTGGCGAGAGAGCGAGACTCCATCTCAAAAACAAACAACAA
CAACAACAAAAAACCAGCAACATAAAAATAATATTATCTGGCCGGGCGCGGTGGCTTAAGCCGGTAATCCCAGCGE
AGTGCGAGGCCAAGGCGGGCGGATCGCTTGAGTCCGGGAGTTCGAGACGCCTGGGCAATATAACAAGACCCTGTCT
ATACAAAACAAAACATAAATTAGCTGGGCACGGTGGCGTGTGCTGCCTGTAGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGG
CGGGAGGATCGCTTGAGCCCAGAAGGTCGAGACTGCAGTGAGCCGTGATCGCACCACTGCACTCCAGCCTGGGTGA
CACAGTGAAAATATTTCTCTAAAATAATACCAATAGTATGCCCTTTAATTTGTACCTTAGGACGTAGTTACATAAT
AAAATGCAGACTTGTTATCTCCATTTTGCAGAGTAGGAAACGAAGGCTCGGGAAGGTTAGGTGAGTTCCCCATGTC
ACCGCGCTGCTTAAGTGGTGAAGCGGAGTCTCAAGCTCTGTTCTACCCTAAGCCTGGCGCCCTCACCCTGGGTGAG
TCTGGACGTCTGCCAGCCCGAGGCGGGCCCAGCGACCCCAGCCTCCAGCGCCCCCCTCTGACAAGCCTGGGATTCG
CACGCCCGCTGCCGTCAGGGACAGGGTCTCTGCCCCTCCTCCGGGGCGGTGGTCCAGTGACGTCACCGCTTCTTTA
AGACCCCCGCCTCCGCCCCTGTCCCGACACTCGGCCTAGGAATTTCCCTTATCTCCTTCGCAGTGCAGCTCCTTCA
ACCTCGCCHE

El __indica el sitio de inicio de la transcripcion.
El I indica el sitio de inicio de la traduccion.

Region promotora del gen cldn9 (2500 pares de bases rio arriba del
sitio de inicio de la transcripcion, region 5° UTR y coddn de inicio de la
traduccion)

>hg19_knownGene_uc010uwo.1 range=chrl16:3059457-3062456 5"pad=0 3"pad=0
strand=+ repeatMasking=none
GGGTGGGGGGACTTCCAGGGAGGCAGGCTTGCTGCTGCCTCCTGACAGCTGCCCAAACCTGTGTGGCTGGATTCCT
GGAGGCCCCTGGAAGGCTGCGAGGGAGCCCGCTGACCGGCTTGCCTCCGTCTGCAATCTCTGCTCTCCCCACCCCA
ACCCTGTGAAATCTGAGCCCCAGGGGCTGGGTGAGCTGGACAAACCTGCCACAAGATTCCCTGAGTCCACTGATGG
CCATTTTCCAGCCTCTGTATCACCCCCCCATCTTCCAGACTCTGTGGGGCCACCAGGTCAGCCCCCCTCGTACCGG
AGGAGCCCCCCTCAGTGGAGAGGCCCAGGGGGTGGTGAAGAGGAGGCCAGGCTTCTGTTTACCTTACAGACCAGCT
GATTGGCGCTGGCCTGTCTCTGTGTTTGCAGGGGAGGATCTTAAGCTGTTTTGGGTCAAGGCCCCTTTGCAAATCT
GAAGGAAAGTATAAATCTCTCTTCCAAAAGTATCATTTTTTTTAAGAGACAGGGTCTCACCTAGGATGGAGTGCGG
TGGCATAATCATAGCTCACTGCAGACTCTAACTCCTAGGCTCAAGAGATCCTCCTACCTCAGCCTCCCGAGTAGCT
GGGACTACAGACAGGAACCACCTAACTCAGCTAATTTTTGTGTATATATATATATATATATTTTTTTTTTATTTTA
GAAATGGGGTCTCACTGTGTTGCCCAGGTGGGTCTCAAGCTCCTGGCCTTAAGCAATCCTCCCACCTTGGCCTCTT
AAGCGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCTCAGTGCCCGGACCCAAAAGATGCTAAAACCCTTTCGCAGAAGCGATGCT
CATACCCCTAGGTTTGAACCCTGACCGCTCCTTGAGGTTAGAGCCCTTTATACACAATGTCCCACCCACTAGGTGA
GGGGCACTGAGCAGGGGTGTGCCTGGCCACTGGCTCCCCGAAGGCAATGCCGTGAAGTGGTGCAGCCACCAGATGT
GTGTGGTGGGCACCTCCAGCCCTGCCCGCACTGGCCAGTGGGCTCCAGCACACCCCAGCCCTCCCAGCACCAGGCA
GGTGAGAGGCAGTCCCAGGTGAGGGCCCACTCTGAGGATCCTCTGTACCTCCCTGGAAAGTGTATGAATGGAGACA

27



ATGTTCCTCACATCCCTTTTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGAGTCTCCCACTGTCACCCAGGCTGGA
ATGCAGTGGTGCGATCTCGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCGGTTCAAGCGATTCTTCTGCCTCAGCCTCCCAAGT
AGCTGGGATTACAGGCACCCGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGGAGTCTCTCTCTGTC
GCCAGGCTGGAGTGGAGTGGAGTGGTACGATCTTGGCTCACTGCAACCTCTACCTCCCGGTTTCAAGTGATTCTCT
TGCCTCAGCCTCCAGAGTGGCGAGTGGCTGGGACTAGAGGCTTGTGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTGTATTTTT
AGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGATGGTCTCGATCTCTTAACCTTCCGATTTACCTGCTTCGGCCTC
CCAAAGTGCTGGGATATCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCG
AACTCCTGACCTCGTGAATCGCCCACCTTGGCCTCCCAAAGTGTTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCACCTGGC
CGTCACACCCCTTTTTCAGACAACAATCCTCAGAGGTTCTTAGCACCCAGGCAGGGGCTTGAAGGAGTTCATGAAC
CCTCCCCCACAAATGAGGGGCACATGTTTGTGGGTGCATGTTCTGTGAGTCCCACGGGGTTTCTCAAGTGGGTCTT
TGACCAAAGGAGGTTAAGGACCTCGACCTTCCATGACCTGTCCCAGGTAGGGGTCAGGATTTGAGCTTTGGTCAGT
GGGACTCCCAGGCTGTCCCCATGAGTGGAATCACAGGCTCTGAGGGGGTTTTTCCGGAGGTAAGGCTTTCCTGCAA
ACTGGAAGGCAGGTCTTGGGGACACTTGAGTCCCTGGACTTAACCCCCGTGCCCACCTCTGGGGTGTTTTGGCCCG
GGAGGCCTGACTGGCCACTCACTCACCCACCCATGGAACATAACCGGGTCCTGGGCTGTGCCCCACCCTGGGTTCC
AGCCCCAGCCCGTCCCGCCTCCATCCCCCTTCCTGAGTGCCCCCCAACCTCCACAACAGGCCCCTCATCCTCTGGC
CTCTGGAGATCTTAGGCAGCTCAGCTCAGCCTCGGTTTCAGCAGCAGGGGTGGCAAGAGCGCACCTGAGCTGAGGT
TGAAGTGGGGGGTAGTTTTCTAGGCCGTTGCCAGGGCGATGCCACCTGAGCTGGGCGCCAGGCACCTGTCGTCTGG
GGAACAGTGCAGGCGGGGACCTTCCCCCGGGAGCTAGCGGGGCCACTGGGCTGAGACGGGGGATGGATCAGATTCC
AGAGAGTCCCAGGCGGGCGGGAGTGTGCGATACTCGGGGAGCTGGGGCATGTTTGCATCACGAAACTCGGCTGGGG
GAGAGCAGAGGCAGCTGGGGAGGGGCTGCGGAAGGAGGAGGCTCAGGAAGGCAAGCCGACGCCCCCTGTGTGTGTT
TCTGTCCTGAGCCTGTTACTTTTTTGACCCCCGATCCGTCTCTTCTTCCTCAGCTTGTCCTCCATCTTCCCCTCCT
TTACCCTTGGTTCCCACATGCACAGATGCTACGGACGCTTTTCCTCCCCTGTCCCCACTCAGCCGCAGCATCCCCC
GCTGGCCCCCAGGCCCCTCATCCATCCGCTGCCCACGAACCCCCAGCCCCGCACCCTCCCCGTGGCTCAGGTCTCC
CCTATCCCGGCCTCCCTGCACTTCACTCTGCTCCTCCCCTGCCTGGGCCTTAAAACCCCGCCTGCAGCCGAGAGCC
CGCAGAGTCCCCAGGTGGCACTGTCAGAGTCGCTCAGTGGGAACCTGCGCCAGCCGGCAGGAGACGTGGCTGTCCT
CAGCCTGGCAGTGCGTCTGGAGGGCCTGTGCGAGCTCAGCCCAGGTGTGACAGCGGGGTGGTAAGAGCAGCAGCAC
CCTCAGGGCATCCGATGGGCGGAGGCCCCTCGAGGTGACACCCACCACTCAGCCGAGCGGGACTACGAGTCTGCTT
TGTGCTCCGCGAGGACCAGAAACACCTGCAAGAGGCACGGAGAGGAGGCGCCTTTCAAGAGGCGCCTTTCATGGAA
CTGAGGACTGGCCTGGCTTGGGGACACCAACAAGCCTTCCCCCTCCTGCTGGACACAGAGACACCCACCCAGCACA
CCAGACACACCCTCTGAGTCACCTAGGCCGCCTGGGGCTGAGAAGACCTAACCGAGGGGCCAGIEIE

El __ indica el sitio de inicio de la transcripcion.
El I8 indica el sitio de inicio de la traduccion.

5.2 Analisis de la region promotora de los genes cldn6 y cldn9.

En el anélisis realizado se buscaron motivos de union a los factores de
transcripcion generales mas comunes, los cuales son la caja TATA
(secuencia TATAWAW, W=T o A), la caja GC (secuencia GGGCGG) y la
caja CAAT (secuencia CCAAT). En la secuencia promotora de cldn6 (2000
p.b. rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidn) no se encontraron cajas
TATA ni cajas CAAT, pero si se encontraron dos cajas GC, lo cual indica
que este gen podria estar regulado por elementos como las islas CpG. El
andlisis con el programa EMBOSS CpG Island Searcher indica que la
secuencia promotora tiene dos putativas islas CpG:
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IslaCpG 1 325 p.h. 56.31% GC
Isla CpG 2 204 p.b. 55.39% GC

Secuencia promotora de cldn6 con putativos elementos de

regulacion.

AGGGACGCAGACCCCCTTCCTTGCCCAGCCGGTGATCTAGTCCAGCGTGCGTGGTGTGGGGAAATCAAAAATTAGA
CACGAGTGCTCGCTTCGGCAGCACATATAGAAATCAGACACGAACGGCCGGACGCGGTGGCTCACGCCTTTAATCC
CATCAGTTTGGGAGTCTGAGGCAGGCGGATTACGAGGTCAGGAGTTCGAGAGCAGCCTGACCAACGTGGTGAAACG
CCGTCTCTACTCGAAATACAAAAATTAGCCGGGCGTGGTGGCGCGCGCCTGCAATCCGAGCTACTCAGGAGGCTGA
GGCAGGAGAATCTCTTGAACCCGGGAGGCAGAAGTTGCAGTGAGCCGAGATCGCGCCACTACACTCCAGCCTGGGC
GACAGAGTGAGAGTCCGTCTCAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAACAAACAAACAAACAATAAAA
AGAAATCAGACACACGACCAATCCATGCAGAGATCACTGCAGCTTCCTTCCCCCCACCTCCCCTTGAGATTGCGTC
TCACTCTTGCTCAGCCTGGAGTGCAGTGGTACGATCACGGCTCTCTGGGCTCAGGTGAGCCTCCCACCTCAGCCTC
CCAAGTAGCTGGGACCACAGGCCCTGCCCCACCACGTCCGGCTAATTTTTGTATTTTTTGTAGAGACCAGGGTCTT
ACTATGTTGCCCAGGTTAGCCTGGCCACTACAGCTTTGTTAAGGGCCCGGGGGGTATAACAATTAAACCTGAGGTC
AGGAGCTCGAGACCAGCCTGGCCAACTTGGTGAACCCCCGTCTTTACTAAAAATAAAAAAAAGAAAGAAGTTAGCC
GGGCGTGGTAGTGGGCGCCTGTAATCTCAGCTACTCGGGAGACTGAGGCAGGAGAATTTCTGGAACCTGGGAGACG
GAGGTTGCAGTCAGTCGAGATAGCGCCATTGCACTCCAGACTGGGCGACAGAGAGGGCCTCCATCTCAAAAAACAA
AACAGGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACATTGGGAGGCCGAGGCGGGCAGATCACGAGGTCAG
GAAATCGAGGCCATCCTGGCTAACACGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAAATTAGTCGGGGGTGGT
GGCGGGCACCTGTAGTAGTCCCAGCTACTCTGGAGGCTGAGGCAGGTGAATGGCGTGAACCCGGAAGGCAGAGCTT
GCAGTGAGCCAAGATCGCGCCACCACACTCCAGCCTTGGCGAGAGAGCGAGACTCCATCTCAAAAACAAACAACAA
CAACAACAAAAAACCAGCAACATAAAAATAATATTATCTGGCCGGGCGCGGTGGCTTAAGCCGGTAATCCCAGCGC
AGTGCGAGGCCAAGGCGGGCGCATCGCTTGAGTCCGGGAGTTCGAGACGCCTGGGCAATATAACAAGACCCTGTCT
ATACAAAACAAAACATAAATTAGCTGGGCACGGTGGCGTGTGCTGCCTGTAGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGG
CGGGAGGATCGCTTGAGCCCAGAAGGTCGAGACTGCAGTGAGCCGTGATCGCACCACTGCACTCCAGCCTGGGTGA
CACAGTGAAAATATTTCTCTAAAATAATACCAATAGTATGCCCTTTAATTTGTACCTTAGGACGTAGTTACATAAT
AAAATGCAGACTTGTTATCTCCATTTTGCAGAGTAGGAAACGAAGGCTCGGGAAGGTTAGGTGAGTTCCCCATGTC
ACCGCGCTGCTTAAGTGGTGAAGCGGAGTCTCAAGCTCTGTTCTACCCTAAGCCTGGCGCCCTCACCCTGGGTGAG
TCTGGACGTCTGCCAGCCCGAGGCGGGCCCAGCGACCCCAGCCTCCAGCGCCCCCCTCTGACAAGCCTGGGATTCG
CACGCCCGCTGCCGTCAGGGACAGGGTCTCTGCCCCTCCTCCGGGEGCGETGGTCCAGTGACGTCACCGCTTCTTTA
AGACCCCCGCCTCCGCCCCTGTCCCGACACTCGGCCTAGGAATTTCCCTTATCTCCTTCGCAGTGCAGCTCCTTCA
ACCTCGCCIHIE

El __ indica las cajas GC.

El __ indica el sitio de inicio de la transcripcion.
El B8 indica el sitio de inicio de la traduccion.
Isla CpG 1

Isla CpG 2

En el analisis realizado para la secuencia promotora de cldn9 (2500
p.b. rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion) se encontraron dos cajas
TATA y dos cajas GC, sin embargo, al momento de realizar la busqueda de
islas CpG en la secuencia, no se encontrd ninguna.
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Secuencia promotora de cldn9 con putativos elementos de

regulacion.
CTGAGCCCCAGGGGCTGGGTGAGCTGGACAAACCTGCCACAAGATTCCCTGAGTCCACTGATGGCCATTTTCCAGC
CTCTGTATCACCCCCCCATCTTCCAGACTCTGTGGGGCCACCAGGTCAGCCCCCCTCGTACCGGAGGAGCCCCCCT
CAGTGGAGAGGCCCAGGGGGTGGTGAAGAGGAGGCCAGGCTTCTGTTTACCTTACAGACCAGCTGATTGGCGCTGG
CCTGTCTCTGTGTTTGCAGGGGAGGATCTTAAGCTGTTTTGGGTCAAGGCCCCTTTGCAAATCTGAAGGAAAGTAT
EAARCTCTCTTCCAAAAGTATCATTTTTTTTAAGAGACAGGGTCTCACCTAGGATGGAGTGCGGTGGCATAATCAT
AGCTCACTGCAGACTCTAACTCCTAGGCTCAAGAGATCCTCCTACCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGAC
AGGAACCACCTAACTCAGCTAATTTTTG TG A AN A A A A AR T TTTTTTTTATTTTAGAAATGGGGTCT
CACTGTGTTGCCCAGGTGGGTCTCAAGCTCCTGGCCTTAAGCAATCCTCCCACCTTGGCCTCTTAAGCGCTGGGAT
TACAGGCGTGAGCCTCAGTGCCCGGACCCAAAAGATGCTAAAACCCTTTCGCAGAAGCGATGCTCATACCCCTAGG
TTTGAACCCTGACCGCTCCTTGAGGTTAGAGCCCTTTATACACAATGTCCCACCCACTAGGTGAGGGGCACTGAGC
AGGGGTGTGCCTGGCCACTGGCTCCCCGAAGGCAATGCCGTGAAGTGGTGCAGCCACCAGATGTGTGTGGTGGGCA
CCTCCAGCCCTGCCCGCACTGGCCAGTGGGCTCCAGCACACCCCAGCCCTCCCAGCACCAGGCAGGTGAGAGGCAG
TCCCAGGTGAGGGCCCACTCTGAGGATCCTCTGTACCTCCCTGGAAAGTGTATGAATGGAGACAATGTTCCTCACA

TCCCTTTTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGAGTCTCCCACTGTCACCCAGGCTGGAATGCAGTGGTGC
GATCTCGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCGGTTCAAGCGATTCTTCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTAC
AGGCACCCGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGGAGTCTCTCTCTGTCGCCAGGCTGGAG

TGGAGTGGAGTGGTACGATCTTGGCTCACTGCAACCTCTACCTCCCGGTTTCAAGTGATTCTCTTGCCTCAGCCTC
CAGAGTGGCGAGTGGCTGGGACTAGAGGCTTGTGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGG
GTTTCACCATGTTGGCCAGGATGGTCTCGATCTCTTAACCTTCCGATTTACCTGCTTCGGCCTCCCAAAGTGCTGG
GATATCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCT
CGTGAATCGCCCACCTTGGCCTCCCAAAGTGTTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCACCTGGCCGTCACACCCCT
TTTTCAGACAACAATCCTCAGAGGTTCTTAGCACCCAGGCAGGGGCTTGAAGGAGTTCATGAACCCTCCCCCACAA
ATGAGGGGCACATGTTTGTGGGTGCATGTTCTGTGAGTCCCACGGGGTTTCTCAAGTGGGTCTTTGACCAAAGGAG
GTTAAGGACCTCGACCTTCCATGACCTGTCCCAGGTAGGGGTCAGGATTTGAGCTTTGGTCAGTGGGACTCCCAGG
CTGTCCCCATGAGTGGAATCACAGGCTCTGAGGGGGTTTTTCCGGAGGTAAGGCTTTCCTGCAAACTGGAAGGCAG
GTCTTGGGGACACTTGAGTCCCTGGACTTAACCCCCGTGCCCACCTCTGGGGTGTTTTGGCCCGGGAGGCCTGACT
GGCCACTCACTCACCCACCCATGGAACATAACCGGGTCCTGGGCTGTGCCCCACCCTGGGTTCCAGCCCCAGCCCG
TCCCGCCTCCATCCCCCTTCCTGAGTGCCCCCCAACCTCCACAACAGGCCCCTCATCCTCTGGCCTCTGGAGATCT
TAGGCAGCTCAGCTCAGCCTCGGTTTCAGCAGCAGGGGTGGCAAGAGCGCACCTGAGCTGAGGTTGAAGTGGGGGG
TAGTTTTCTAGGCCGTTGCCAGGGCGATGCCACCTGAGCTGGGCGCCAGGCACCTGTCGTCTGGGGAACAGTGCAG
GCGGGGACCTTCCCCCGGGAGCTAGCGGGGCCACTGGGCTGAGACGGGGGATGGATCAGATTCCAGAGAGTCCCAG
GCGGGCGGGAGTGTGCGATACTCGGGGAGCTGGGGCATGTTTGCATCACGAAACTCGGCTGGGGGAGAGCAGAGGC
AGCTGGGGAGGGGCTGCGGAAGGAGGAGGCTCAGGAAGGCAAGCCGACGCCCCCTGTGTGTGTTTCTGTCCTGAGC
CTGTTACTTTTTTGACCCCCGATCCGTCTCTTCTTCCTCAGCTTGTCCTCCATCTTCCCCTCCTTTACCCTTGGTT
CCCACATGCACAGATGCTACGGACGCTTTTCCTCCCCTGTCCCCACTCAGCCGCAGCATCCCCCGCTGGCCCCCAG
GCCCCTCATCCATCCGCTGCCCACGAACCCCCAGCCCCGCACCCTCCCCGTGGCTCAGGTCTCCCCTATCCCGGCC
TCCCTGCACTTCACTCTGCTCCTCCCCTGCCTGGGCCTTAAAACCCCGCCTGCAGCCGAGAGCCCGCAGAGTCCCC
AGGTGGCACTGTCAGAGTCGCTCAGTGGGAACCTGCGCCAGCCGGCAGGAGACGTGGCTGTCCTCAGCCTGGCAGT
GCGTCTGGAGGGCCTGTGCGAGCTCAGCCCAGGTGTGACAGCGGGGTGGTAAGAGCAGCAGCACCCTCAGGGCATC
CGATGGGCGGAGGCCCCTCGAGGTGACACCCACCACTCAGCCGAGCGGGACTACGAGTCTGCTTTGTGCTCCGCGA
GGACCAGAAACACCTGCAAGAGGCACGGAGAGGAGGCGCCTTTCAAGAGGCGCCTTTCATGGAACTGAGGACTGGC
CTGGCTTGGGGACACCAACAAGCCTTCCCCCTCCTGCTGGACACAGAGACACCCACCCAGCACACCAGACACACCC
TCTGAGTCACCTAGGCCGCCTGGGGCTGAGAAGACCTAACCGAGGGGCCAGATG

El [ indica las cajas TATA.

El __ indica las cajas GC.

El __ indica el sitio de inicio de la transcripcion.
El I8 indica el sitio de inicio de la traduccion.
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5.3 Secuencia de los primers y enzimas de restriccion para la
clonacién

Regidn promotora cldn6é mas primers con sitios de enzimas de
restriccion.

AGGGACGCAGACCCCCTTCCTTGCECAGCCEETCATCTACTCCAGCGTGCGTGGTGTGGGGAAATCAAAAATTAGA
CACGAGTGCTCGCTTCGGCAGCACATATAGAAATCAGACACGAACGGCCGGACGCGGTGGCTCACGCCTTTAATCC
CATCAGTTTGGGAGTCTGAGGCAGGCGGATTACGAGGTCAGGAGTTCGAGAGCAGCCTGACCAACGTGGTGAAACG
CCGTCTCTACTCGAAATACAAAAATTAGCCGGGCGTGGTGGCGCGCGCCTGCAATCCGAGCTACTCAGGAGGCTGA
GGCAGGAGAATCTCTTGAACCCGGGAGGCAGAAGTTGCAGTGAGCCGAGATCGCGCCACTACACTCCAGCCTGGGC
GACAGAGTGAGAGTCCGTCTCAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAACAAACAAACAAACAATAAAA
AGAAATCAGACACACGACCAATCCATGCAGAGATCACTGCAGCTTCCTTCCCCCCACCTCCCCTTGAGATTGCGTC
TCACTCTTGCTCAGCCTGGAGTGCAGTGGTACGATCACGGCTCTCTGGGCTCAGGTGAGCCTCCCACCTCAGCCTC
CCAAGTAGCTGGGACCACAGGCCCTGCCCCACCACGTCCGGCTAATTTTTGTATTTTTTGTAGAGACCAGGGTCTT
ACTATGTTGCCCAGGTTAGCCTGGCCACTACAGCTTTGTTAAGGGCCCGGGGGGTATAACAATTAAACCTGAGGTC
AGGAGCTCGAGACCAGCCTGGCCAACTTGGTGAACCCCCGTCTTTACTAAAAATAAAAAAAAGAAAGAAGTTAGCC
GGGCGTGGTAGTGGGCGCCTGTAATCTCAGCTACTCGGGAGACTGAGGCAGGAGAATTTCTGGAACCTGGGAGACG
GAGGTTGCAGTCAGTCGAGATAGCGCCATTGCACTCCAGACTGGGCGACAGAGAGGGCCTCCATCTCAAAAAACAA
AACAGGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACATTGGGAGGCCGAGGCGGGCAGATCACGAGGTCAG
GAAATCGAGGCCATCCTGGCTAACACGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAAATTAGTCGGGGGTGGT
GGCGGGCACCTGTAGTAGTCCCAGCTACTCTGGAGGCTGAGGCAGGTGAATGGCGTGAACCCGGAAGGCAGAGCTT
GCAGTGAGCCAAGATCGCGCCACCACACTCCAGCCTTGGCGAGAGAGCGAGACTCCATCTCAAAAACAAACAACAA
CAACAACAAAAAACCAGCAACATAAAAATAATATTATCTGGCCGGGCGCGGTGGCTTAAGCCGGTAATCCCAGCGC
AGTGCGAGGCCAAGGCGGGCGGATCGCTTGAGTCCGGGAGTTCGAGACGCCTGGGCAATATAACAAGACCCTGTCT
ATACAAAACAAAACATAAATTAGCTGGGCACGGTGGCGTGTGCTGCCTGTAGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGG
CGGGAGGATCGCTTGAGCCCAGAAGGTCGAGACTGCAGTGAGCCGTGATCGCACCACTGCACTCCAGCCTGGGTGA
CACAGTGAAAATATTTCTCTAAAATAATACCAATAGTATGCCCTTTAATTTGTACCTTAGGACGTAGTTACATAAT
AAAATGCAGACTTGTTATCTCCATTTTGCAGAGTAGGAAACGAAGGCTCGGGAAGGTTAGGTGAGTTCCCCATGTC
ACCGCGCTGCTTAAGTGGTGAAGCGGAGTCTCAAGCTCTGTTCTACCCTAAGCCTGGCGCCCTCACCCTGGGTGAG
TCTGGACGTCTGCCAGCCCGAGGCGGGCCCAGCGACCCCAGCCTCCAGCGCCCCCCTCTGACAAGCCTGGGATTCG
CACGCCCGCTGCCGTCAGGGACAGGGTCTCTGCCCCTCCTCCGGGGCGGTGGTCCAGTGACGTCACCGCTTCTTTA
AGACCCCCGCCTCCGCCCCTGTCCEEACACTCEECCTAGGAATTTCCCTTATCTCCTTCGCAGTGCAGCTCCTTCA
ACCTCGCCHIEE

Las caracteristicas del par de primers elegidos son las siguientes:

Secuencia5” > 3’ Longitud Tm (°C) GC%
Forward | CCAGCCGGTGATCTAGTCC 19 p.b. 59.26 63.16
primer
Reverse | AATTCCTAGGCCGAGTGTCG 20 p.b. 59.54 55.00
primer
Tamafio del producto 1996 p.h.
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A cada par de primer se le agregé la secuencia de la enzima de
restriccion correspondiente para la posterior clonacion en el plasmido
pmetluc2-vector. Adicionalmente se agregé al extremo 5  la secuencia
GCGC para facilitar la digestion de los extremos.

Forward 5” GCGCGAATTCCCAGCCGGTGATCTAGICC 3~
Reverse 5” GCGCGGATCCAATTCCTAGGCCGAGTGICG 3~

Forward enzima EcoRl secuencia: GAATTC
Reverse enzima BamHI secuencia: GGATCC

Para verificar que el par de primers disefiado fuera especifico, se
realizd un alineamiento entre los primers y la secuencia del genoma
humano. El par de primers resulto especifico para la secuencia de interes.

=NC_000016.10 Homo sapiens chromosome 16, GRCh38.p7 Primary Assembly

product length = 1996
Features flanking this product:
2148 bp a

234 bp at 3'

side: claudin-6 precursor

ide: tumor necrosis factor receptor superfamily member 124 pre...

Forward primer 1 CCAGCCGGTGATCTAGTCC 19
Template 3020163 ..iiiieniianans . 3020145

Reverse primer 1 AATTCCTAGGCCGAGTGTCG 28
Template 3018168 ...ii.iieviienannann.. 3018187

Figura 15. Alineamiento del par de primers para la region promotora de cldn6 en el
genoma humano.

Region promotora cldn9 méas primers con sitios de enzimas de
restriccion

CAGTGAGCCGAGATCACATCACTGCACTCCAGCCTGGGCAACAGAGCGAGATTCCGTCTCAAAAAAACAAAACAAA
ACAAAACAAAACACAAACCTGGGGTCCCCGAGCAAGTGCGGTGGCGCTTGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGAAGGC
TGAGGCAGGCGGATCACCTGAGATCAGGAGTTCGCAGACCAGCCAGACCAACATGGTGAAACCCCGTCTCTGCTAA
ATACAAAAAAAGAAAAAAAATAGCCGGGTGTGGTGGCGCATGCCTGTAATCTCAGCTACTTGAGAGGCTGAGGCAG
GAGAACAGCTTGAACCCAGGAGGCAGAGGTTGCAGTAAGCCGAGATTGTGCCATTGCACTCCAGCCTGGGCAACAA
GCGCAAAACTCCGTCTCAAAACACAAACAAAAAAACCCCTGGGGTCCTCTTATGCCCTTTCCGGGCACAGCGCTCA
CTGGATGTGTGCAGCCCGCCACTGGGCTACAACGTAGGGGTTTAGAGCTGAATGTGGAACCGGTGAGTCACCGAGG
CAGGGCCCGACAGCAAGTGGACCAGCCGTCCCGGTTTCCCTGGAGGACCCAATATTCAAGCTGGGAATGTCCCTCA
AAAAAGTGGGATGAGCCGATCACCTTAGGCCCTAGGACAAGGAGGACTTGTTCCGGCCCAGGGAAGAGAATAGCCC
CTGGGTTGGGGCTGCTGGGTGGGGGGACTTCCAGGGAGGCAGGCTTGCTGCTGCCTCCTGACAGCTGCCCAAACCT
GTGTGGCTGGATTCCTGGAGGCCCCTGGAAGGCTGCGAGGGAGCCCGCTGACCGGCTTGCCTCCGTCTGCAATCTC
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TGCTCTCCCCACCCCAACCCTGTGAAATCTGAGCCCCAGGGGCTGGGTGAGCTGGACAAACCTGC
TGGCCATTTTCCAGCCTCTGTATCACCCCCCCATCTTCCAGACTCTGTGGGGCCACCAGGTCA
GCCCCCCTCGTACCGGAGGAGCCCCCCTCAGTGGAGAGGCCCAGGGGGTGGTGAAGAGGAGGCCAGGCTTCTGTTT
ACCTTACAGACCAGCTGATTGGCGCTGGCCTGTCTCTGTGTTTGCAGGGGAGGATCTTAAGCTGTTTTGGGTCAAG
GCCCCTTTGCAAATCTGAAGGAAAGTATAAATCTCTCTTCCAAAAGTATCATTTTTTTTAAGAGACAGGGTCTCAC
CTAGGATGGAGTGCGGTGGCATAATCATAGCTCACTGCAGACTCTAACTCCTAGGCTCAAGAGATCCTCCTACCTC
AGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGACAGGAACCACCTAACTCAGCTAATTTTTGTGTATATATATATATATATA
TTTTTTTTTTATTTTAGAAATGGGGTCTCACTGTGTTGCCCAGGTGGGTCTCAAGCTCCTGGCCTTAAGCAATCCT
CCCACCTTGGCCTCTTAAGCGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCTCAGTGCCCGGACCCAAAAGATGCTAAAACCCTT
TCGCAGAAGCGATGCTCATACCCCTAGGTTTGAACCCTGACCGCTCCTTGAGGTTAGAGCCCTTTATACACAATGT
CCCACCCACTAGGTGAGGGGCACTGAGCAGGGGTGTGCCTGGCCACTGGCTCCCCGAAGGCAATGCCGTGAAGTGG
TGCAGCCACCAGATGTGTGTGGTGGGCACCTCCAGCCCTGCCCGCACTGGCCAGTGGGCTCCAGCACACCCCAGCC
CTCCCAGCACCAGGCAGGTGAGAGGCAGTCCCAGGTGAGGGCCCACTCTGAGGATCCTCTGTACCTCCCTGGAAAG

TGTATGAATGGAGACAATGTTCCTCACATCCCTTTTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGAGTCTCCCAC
TGTCACCCAGGCTGGAATGCAGTGGTGCGATCTCGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCGGTTCAAGCGATTCTTCTG
CCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTACAGGCACCCGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTTTTTTTITTTTTTTTTGA

GGAGTCTCTCTCTGTCGCCAGGCTGGAGTGGAGTGGAGTGGTACGATCTTGGCTCACTGCAACCTCTACCTCCCGE
TTTCAAGTGATTCTCTTGCCTCAGCCTCCAGAGTGGCGAGTGGCTGGGACTAGAGGCTTGTGCCACCACGCCCAGC
TAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGATGGTCTCGATCTCTTAACCTTCCGATT
TACCTGCTTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGATATCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTT
GGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCGTGAATCGCCCACCTTGGCCTCCCAAAGTGTTGGGATTACAGGCGTG
AGCCACCGCACCTGGCCGTCACACCCCTTTTTCAGACAACAATCCTCAGAGGTTCTTAGCACCCAGGCAGGGGCTT
GAAGGAGTTCATGAACCCTCCCCCACAAATGAGGGGCACATGTTTGTGGGTGCATGTTCTGTGAGTCCCACGGGGT
TTCTCAAGTGGGTCTTTGACCAAAGGAGGTTAAGGACCTCGACCTTCCATGACCTGTCCCAGGTAGGGGTCAGGAT
TTGAGCTTTGGTCAGTGGGACTCCCAGGCTGTCCCCATGAGTGGAATCACAGGCTCTGAGGGGGTTTTTCCGGAGG
TAAGGCTTTCCTGCAAACTGGAAGGCAGGTCTTGGGGACACTTGAGTCCCTGGACTTAACCCCCGTGCCCACCTCT
GGGGTGTTTTGGCCCGGGAGGCCTGACTGGCCACTCACTCACCCACCCATGGAACATAACCGGGTCCTGGGCTGTG
CCCCACCCTGGGTTCCAGCCCCAGCCCGTCCCGCCTCCATCCCCCTTCCTGAGTGCCCCCCAACCTCCACAACAGE
CCCCTCATCCTCTGGCCTCTGGAGATCTTAGGCAGCTCAGCTCAGCCTCGGTTTCAGCAGCAGGGGTGGCAAGAGC
GCACCTGAGCTGAGGTTGAAGTGGGGGGTAGTTTTCTAGGCCGTTGCCAGGGCGATGCCACCTGAGCTGGGCGCCA
GGCACCTGTCGTCTGGGGAACAGTGCAGGCGGGGACCTTCCCCCGGGAGCTAGCGGGGCCACTGGGCTGAGACGGE
GGATGGATCAGATTCCAGAGAGTCCCAGGCGGGCGGGAGTGTGCGATACTCGGGGAGCTGGGGCATGTTTGCATCA
CGAAACTCGGCTGGGGGAGAGCAGAGGCAGCTGGGGAGGGGCTGCGGAAGGAGGAGGCTCAGGAAGGCAAGCCGAC
GCCCCCTGTGTGTGTTTCTGTCCTGAGCCTGTTACTTTTTTGACCCCCGATCCGTCTCTTCTTCCTCAGCTTGTCC
TCCATCTTCCCCTCCTTTACCCTTGGTTCCCACATGCACAGATGCTACGGACGCTTTTCCTCCCCTGTCCCCACTC
AGCCGCAGCATCCCCCGCTGGCCCCCAGGCCCCTCATCCATCCGCTGCCCACGAACCCCCAGCCCCGCACCCTCCC
CGTGGCTCAGGTCTCCCCTATCCCGGCCTCCCTGCACTTCACTCTGCTCCTCCCCTGCCTGGGCCTTAAAACCCCG
CCTGCAGCCGAGAGCCCGCAGAGTCCCCAGGTGGCACTGTCAGAGTCGCTCAGTGGGAACCTGCGCCAGCCGGCAG
GAGACGTGGCTGTCCTCAGCCTGGCAGTGCGTCTGGAGGGCCTGTGCGAGCTCAGCCCAGGTGTGACAGCGGGGTG
GTAAGAGCAGCAGCACCCTCAGGGCATCCGATGGGCGGAGGCCCCTCGAGGTGACACCCACCACTCAGCCGAGCGE
GACTACEACTCIEeMIMEMEENEECCGAGGACCAGAAACACCTGCAAGAGGCACGGAGAGGAGGCGCCTTTCAAGA
GGCGCCTTTCATGGAACTGAGGACTGGCCTGGCTTGGGGACACCAACAAGCCTTCCCCCTCCTGCTGGACACAGAG
ACAiiiACCCAGCACACCAGACACACCCTCTGAGTCACCTAGGCCGCCTGGGGCTGAGAAGACCTAACCGAGGGGC
CAG
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Las caracteristicas del par de primers elegidos son las siguientes:

Secuencia5 > 3’ Longitud | Tm(°C) GC%
Forward | CACAAGATTCCCTGAGTCCACTG | 23 p.h. 60.87 52.17
primer
Reverse | GGAGCACAAAGCAGACTCGTAG 22 p.b. 61.24 54.55
primer
Tamafio del producto 2999 p.b.

A cada par de primer se le agregd la secuencia de la enzima de
restriccion correspondiente para la posterior clonacion en el plasmido
pmetluc2-vector. Adicionalmente se agregé al extremo 5  la secuencia
GCGC para facilitar la digestion de los extremos.

Forward 5° GCGCAAGCTTACAAGATICCOTCAGTCOACTE 3
Reverse 5~ GCGCOGTACCBSAGOAOANAOAGAOTOGTAT =

Forward enzima Hindllll secuencia: AAGCTT
Reverse enzima Acc651 secuencia: GGTACC

Para verificar que el par de primers disefiado fuera especifico, se
realizd un alineamiento entre los primers y la secuencia del genoma
humano. El par de primers result6 especifico para la secuencia de interés.

=MNC_000016.10 Homo sapiens chromosome 16, GRCh38.pT Primary Assembly

product length = 2939
Features flanking this product:
38581 bp at 5° rane-associated tyrosine- and threonine-specific cdc2...
207 bp at 3' side:

cl n-g

Forward primer 1 CACARGATTCCCTGAGTCCACTG 23
Template 3010157 iiiaiananinaans . 3eieive
Reverse primer 1 GGAGCACAAAGCAGACTCGTAG 22
Template 3813155 ... . 3913134

Figura 16. Alineamiento del par de primers para la regiéon promotora de cldn9 en el
genoma humano.

Las caracteristicas del vector utilizado se muestran en la figura 5, al
igual que la secuencia del sitio multiple de clonacion y las enzimas de
restriccion usadas en la clonacion. Es importante mencionar que la
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luciferasa del vector pmetluc2-reporter tiene una secuencia sefial de
secrecion, por lo tanto, la enzima es secretada al medio extracelular.

TB MCS

Metridia

luciferase
pucC

ori EcoRIl  Agel
(48)  (85)

SV40 early

polyA*
pMetLuc2-Reporter

4250 bp
HSV TK

polyA* f1 ori

Kan'/Neo’ Svao
ori

Figura 17. Mapa del vector pmetluc2-reporter.

Kpnl
Acc651 Sacll
Xhol EcoS3kI AccT PspOMI
PaeR7I| Sacl Sall

Apal
‘AfeI Bgl]:[‘ ‘ ‘Hind]:l:[ lEooRI Per‘ ‘ ‘BamHI Agel

TAGTTATTACTAGCGCTACCGGACTCABGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCAC
. f f ! ! ! f f ' !
T T T T

5

3

T T T T T
ATCAATAATGATCGCGATGGCCTGAGTCTAGAGCTCGAGTTCGAAGCTTAAGACGTCAGCTGCCATGGCGCCCGGGCCCTAGGTGGCCAGCGGTG

[ MCS

Figura 18. Sitio multiple de clonacion del vector pmetluc2-reporter con las enzimas
de restriccion usadas para la clonacién del promotor de cldné.

KpnL

Acc651 Sacll
XhoI Eco53kI Accl PspOMI
PaeR71 Sa Sall

Apal
‘AfeI Egl]:[‘ ‘ ‘Hind]I[ ‘EmRI psul‘ ‘BamHI |AgeI
TAGTTATTACTAGCGCTACCGBACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCBACBGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCEETCGCLAC
+ ! . ! L ! L ! ! f |

5

3r

t t t t t t t t + t +
ATCAATAATGATCGCGATGGCCTGAGTCTAGAGCTCGAGTTCGAAGCTTAAGACGTCAGCTGCCATGG6CGCCCGEGCCCTAGGTGGCCAGCGGTG

=

Figura 19. Sitio multiple de clonacion del vector pmetluc2-reporter con las enzimas
de restriccion usadas para la clonacion del promotor de cldn9.
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El tamafo de los vectores recombinantes, con la secuencia promotora
de cldn6 y la de cldn9, es de 6246 p.b. y de 7249 p.b. respectivamente. El
vector con la secuencia promotora de cldné se nombro pmetluc2-promcldn6
mientras que el vector con la secuencia promotora de cldn9 se nombro
pmetluc2-promcldn9. Los vectores recombinantes conservan las
caracteristicas del vector original pmetlu2-reporter.

5.4 Extraccién de ADN genomico.

A partir de un cultivo a confluencia de células AGS se extrajo ADN
gendémico. EI ADN obtenido se corrio en un gel de agarosa al 0.8% para
verificar su integridad. Como podemos observar el ADN gendmico tiene un
peso molecular alto y se encuentra integro. EI ADN control fue obtenido de
células de sangre periférica humana y se utilizd6 para comparar el peso
molecular y la integridad con el ADN extraido de las células AGS.

El ADN que se utilizé en los experimentos posteriores fue el del tubo
1, debido a que fue el tubo con mayor concentracion de ADN.

ADN ADN ADN ADN  ADN
PM  Tubo1l Tubo2 Tubo3 Tubo4 control

12 kb,

Figura 20. Integridad del ADN gendmico de células AGS.

5.5 Amplificacion de la region promotora de cldn6é y cldn9.
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La region promotora de cldn6 y cldn9 se amplifico mediante la técnica
de PCR a partir del ADN genomico extraido de células AGS. El programa
de PCR utilizado se estandariz0 para optimizar la temperatura de
alineamiento (Tm).

Las Tms utilizadas en el programa de PCR fueron las siguientes:

Tm1l 62.1°C
Tm2 64.1 °C
Tm3 66.6 °C
Tm4 67.7 °C

En la figura 10 se muestra el producto amplificado de la
estandarizacion del PCR. Las bandas corresponden al peso molecular

esperado.

Promotor cldné Promotor cldn9

Control

PM Tm1Tm2Tm3 Tm4Tm1l PM Tm2Tm3Tm4Tm5

12kb

3kb
2kb

650 pb

Figura 21. PCR para optimizar la Tm para obtener el promotor de cldn6 (1996 p.b.) y
de cldn9 (2999 p.b.). El control positivo es ADN gendémico humano de células de sangre
periférica.
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Después de la estandarizacion se procedié a realizar otro PCR para
obtener la mayor cantidad de producto posible. Para las reacciones
posteriores de PCR se eligieron las Tms cuyo producto amplificado resultd
en la banda con mejor definicion. Para amplificar el promotor de cldn6 se
decidio utilizar la Tm3 de 66.6 °C mientras que para amplificar el promotor
de cldn9 se eligio la Tm2 de 64.1 °C, los cuales estan sefialados con una
flecha roja en la figura 10. En la figura 11 se muestran los productos de
dicha amplificacion.

Control
- | Promotor cldn6é | PMl Promotor c/dn9 | 8

12k

3kb
2kb

Figura 22. PCR para amplificar los promotores de cldn6 y cldn9 utilizando Tm de
66.6°C para la amplificacion del promotor de cldn6 y una Tm de 64.1°C para la amplificacion
del promotor de cldn9. El control positivo es la secuencia de ADN codificante para claudina 6.

5.6 Digestion de los insertos y del plasmido pmetluc2-vector.

El plasmido pmetluc2-vector se digirié con las enzimas de restriccion
correspondientes para la clonacion de los insertos.

Para la clonacién del inserto-promcldn6 se utilizaron las enzimas de
restriccion BamHI y EcoRI, mientras que para la clonacion del inserto-
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promcldn9 se utilizaron las enzimas de restriccion Hindlll y Acc65l. Al
finalizar las digestiones, el vector se sometid a una reaccion de
desfosforilacion con el objetivo de disminuir o incluso eliminar la
probabilidad de re-ligacion. En la figura 12 se muestra el gel de corrimiento
del vector digerido, con el fin de corroborar una digestion total. Como se
observa, en los carriles de las digestiones solo se observa una banda gruesa,
lo cual indica que la totalidad del ADN esté digerido. En el carril del vector
sin digerir se observan varias bandas, las cuales representan las distintas
conformaciones de un plasmido. La conformacion nativa (super-enrrollada)
es la banda mas gruesa de 3 kb y las conformaciones no nativas (relajadas)
son las bandas de entre 5y 12 kb.

PM Vector B+E H+A

12 kb

5kb
3kb

Figura 23. Gel de ensayo de restriccion del plasmido pmetluc2-vector. B+E son las
enzimas BamHI y EcoRI, H+A son las enzimas Hind111y Acc65I.

Los insertos fueron digeridos con las enzimas de restriccion
correspondientes y, al contrario del pmetluc2-vector, no se realizd la
reaccion de desfosforilacion.
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Una vez concluidas todas las reacciones descritas anteriormente, los
insertos y el pmetluc2-vector se purificaron como se describio en la
metodologia, y posteriormente se procedio a la ligacion.

5.7 Obtencion de colonias recombinantes con el plasmido
pmetluc2-vector.

Al dia siguiente de la transformacién se revisaron las placas de LB-
agar + kanamicina. En la placa de las bacterias transformadas con el vector
recombinante pmetluc2-promcldn6é se obtuvieron 22 colonias, mientras que
en la placa del vector recombinante pmetluc2-promcldn9 no se obtuvo
ninguna colonia.

Placa con colonias del Placa con colonias del
vector recombinante vector recombinante
pmetluc2-promcldné. pmetluc2-promcldn9.

Figura 13. Placas con colonias de los vectores recombinantes.

De las 22 colonias que crecieron, se eligieron al azar 5 para realizar un
PCR de colonias para buscar el inserto-promcldn6 del vector recombinante,
lo cual indicaria una ligacion exitosa.
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Después de que no se obtuvieron colonias para el vector recombinante
promcldn9, se procedié a realizar una nueva ligacion utilizando menor
cantidad de inserto, ya que se ha descrito que concentraciones muy altas de
ADN en la reaccion de ligacion pueden inhibir la transformacion. El inserto
de cldn9 fue 1000 p.b. més largo que el inserto de cldn6, por lo que muy
probablemente la transformacion pudo haberse inhibido. Para la nueva
reaccion de ligacion se utilizaron distintas relaciones molares inserto:vector,
con el propdsito de encontrar la relacion molar 6ptima para este inserto. Las
relaciones molares utilizadas fueron 1:1, 3:1 y 5:1.

Al cambiar las condiciones mencionadas se lograron obtener las
siguientes colonias:

Relacién molar Numero de colonias
11 4
3:1 2
5:1 6

Placa con colonias del

vector recombinante

pmetluc2-promcldn9.
Relacién molar 1:1
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Placa con colonias del
vector recombinante

pmetluc2-promcldn9.
Relacion molar 3:1

Placa con colonias del
vector recombinante

pmetluc2-promcldn.
Relacion molar 5:1

Figura 14. Placas con colonias del vector recombinante pmetluc2-promcldn9
con distintas relaciones molares inserto:vector.

La placa con mayor nimero de colonias se eligié para realizar el
analisis de PCR de colonias, de la cual se eligieron 5 de las 6 colonias.

5.8 Colonias de bacterias recombinantes positivas para el vector
recombinante pmetluc2-promcldn6

La colonia #2 y la colonia #4 resultaron positivas para el inserto-
promcldn6 (figura 15) ya que del ADN de las bacterias se amplifico una
banda de 1996 p.b., la cual corresponde al peso molecular esperado para el
inserto-promcldn6.
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Promotor cldn6é

PM ColiCol2Col3Col4Cols - +

12 kb

2kb

Figura 15. PCR de colonias para pmetluc2-promcldn6. Las colonias 2 y 4
contienen el inserto-promcldn6. Como control negativo se utilizaron los primers para
promcldn6 en el plasmido pmetluc2-vector y como control positivo se utilizé el ADN
genoémico de células AGS.

En el caso del PCR de colonias para pmetluc2-promcldn9, ninguna de
las 5 colonias utilizadas contenia el vector recombinante (figura 16) ya que
del ADN de las bacterias no se amplificé una banda de 2999 p.b., el cual es
el peso molecular esperado para la banda correspondiente al inserto-
promcldn9. Las placas en donde aln habia colonias por probar se
contaminaron.

Las colonias que crecieron en la placa con medio selectivo portaban el
vector pmetluc2 vacio. A pesar de que el vector fue desfosforilado, este se
religd, lo cual puede llegar a ocurrir si la calidad del inserto utilizado es
baja. El inserto promcld9 fue purificado dos veces mediante el método de
fenol/cloroformo, ya que no se podia realizar una reaccion de doble
digestion con las enzimas seleccionadas. La doble purificacion pudo haber
disminuido la calidad del inserto y, como consecuencia, la eficiencia en la
reaccion de ligacion pudo haberse afectado.
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Promotorcldn9

PM CollCol2Col3Col4Cols - +

Figura 16. PCR de colonias para pmetluc2-promcldn9.

5.9 Correcta orientacion del vector pmetluc2-promcldn6

Las colonias #2 y #4 se amplificaron en un cultivo de medio
LB+kanamicina y posteriormente se extrajo el ADN plasmidico
recombinante.

Posteriormente, se realizd un ensayo de restriccion con el objetivo de
verificar la orientacion correcta del inserto-promcldn6 respecto al marco de
lectura del vector pmetluc2. En el ensayo se utilizé la enzima de restriccion
Eco53Kkl. El vector pmetluc2-promcldn6 con orientacién correcta debera
liberar un fragmento de 752 p.b., mientas que si el fragmento se cloné en
sentido opuesto, el tamafio del fragmento deberd ser de 1266 p.b. En la
figura 17 se muestra que las dos colonias contienen el inserto-promcldn6 en
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la orientacidn correcta, ya que se observa una banda de aproximadamente
752 p.b. y otra banda de aproximadamente 5494 p.b. Si el inserto se
encontrara clonado en la direccion opuesta se esperaria una banda de 1266
p.b. y otra banda de 4980 p.b.

Col2 Col4 Vector Vector Wector Vector
Dig.
PM *

Dig. Dig. Col2 Col4 wacio

12kb

6 kb
4 kb

850 pb
650 pb

Figura 24. Ensayo de restriccion para corroborar correcta orientacion del inserto-
promcldné.

5.10 Funcionalidad del vector recombinante.

Con el objetivo de evaluar la funcionalidad del promotor clonado, las
celulas AGS se transfectaron de manera transitoria con el vector
recombinante ptmetluc2-promcldn6 y con el vector pmetluc2 sin promotor y
la actividad de luciferasa se midio a las 8, 12, 24 y 48 h.

En la figura 18 se observa que el vector recombinante tiene mayor
actividad de luciferasa que el vector sin promotor, lo que demuestra que el
promotor clonado es funcional e induce la transcripcion de la enzima
luciferasa en las céelulas AGS.
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pmetluc2 vs promcldn6
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Figura 18. Funcionalidad del promotor de cldn6 en el pmetluc2 por ensayos de
luciferasa. El vector recombinante que contiene al promotor de cldn6é (promcldn6) tiene mayor
actividad de luciferasa que el vector sin promotor a todos los tiempos evaluados. La medicion se
representa en unidades relativas de luciferasa por mg de proteina.

Posteriormente, se prosiguié a evaluar la funcién del promotor
clonado como elemento de regulacion transcripcional del gen cldn6. Para la
evaluacion se decidio utilizar el modelo de estimulacion con LPS en las
células AGS, en el cudl ya ha sido demostrado que la estimulacion con
10ng/ml de LPS induce un aumento en los niveles de expresion de distintas
claudinas, incluida la cldn-6. Como ya se explicé en la introduccion, este
modelo serd de utilidad para la evaluacion de la actividad transcripcional del
promotor clonado.
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En la figura 19 se muestran los resultados del ensayo de luciferasa
para las celulas AGS transfectadas con el vector promcldn6. Estas células
transfectadas fueron tratadas con LPS y la actividad de luciferasa se
comparé con el basal de cada condicion (AGS transfectadas sin
tratamiento). Como se puede observar, a las 8 y 12 h después del
tratamiento con LPS no hay diferencias significativas entre cada condicion y
su respectiva basal. A las 24 y 48 h después del tratamiento con LPS se
observa un aumento significativo en la actividad de luciferasa respecto a la
basal (** P<0.01y * P=0.01).

AGStpromcldn6
80000 - **
©
S 60000-
1]
N .
©
€  40000-
| =
(o]
c
¥  20000-
=)
0_
DA I I R I N I
&Y & gt o o o
» & N B B
o D 2D 2D
P D o & o
SEER 2T 2T L
N N A N
< A A o™
v b b4 Q
A% a2 v

Condiciones

Figura 19. Funcionalidad del promotor de cldn6 estimulando con LPS de H. pilory. La
actividad de luciferasa aumenta a las 24 y 48 h después del tratamiento con LPS con respecto a
la basal (* P=0.01, ** P<0.01). La medicién es en unidades relativas de luciferasa por mg de
proteina.
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Del experimento anterior se realiz6 un duplicado (figura 20) y se
observo el mismo comportamiento a las 24 h (* P=0.02); a las 48 h no se
observaron diferencias significativas.

URL normalizadas

Figura 20. Ensayo de luciferasa para las células AGS transfectadas con el vector
promcldn6 y estimuladas con 10ng/ml de LPS. La actividad de luciferasa aumenta con respecto
a la basal (* P=0.02,) a las 24 h después del tratamiento con LPS. La medicién es en unidades

AGStprom6 duplicado
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relativas de luciferasa normalizadas por mg de proteina.

Los datos de los resultados anteriores (figuras 19 y 20) se utilizaron
para conocer el incremento de la actividad de luciferasa con respecto a la
basal (fold-change). En la figura 21 se observa que existe un aumento con
respecto a la basal a las 24 y 48 h. El incremento observado a las 24 h fue de
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1.88 veces, el doble, mientras que el incremento a las 48 h fue de 1.41
Veces.

En la figura 22 se observan los resultados para los datos del duplicado,
en los cuales también se observa un aumento respecto a la basal a las 24 y
48 h. Se puede observar que el incremento a las 24 h fue de 1.45, mientras
que el incremento a las 48 h fue de 1.3.

AGStpromcldn6

2.0

Fold-change

Condiciones

Figura 21. Incremento de la actividad de luciferasa con respecto a la basal (fold-
change)en células AGS transfectadas con el vector promcldn6. Se utilizaron datos normalizados
por mg de proteina.
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AGStpromcldn6 duplicado

2.0

Fold-change

Condiciones

Figura 22. Incremento de la actividad de luciferasa con respecto a la basal (fold-change)
en células AGS transfectadas con el vector promcldn6 (duplicado). Se utilizaron datos
normalizados por mg de proteina.

Con el fin de evaluar la especificidad del promotor clonado ante el
tratamiento con LPS, se realizaron tratamientos con LPS en células AGS
transfectadas con el vector pmetluc2 vacio. Esto se confirmd en los
resultados mostrados en la figura 23. El duplicado del experimento tuvo el
mismo comportamiento (datos no mostrados).
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AGStpmetluc2 vs. AGStpromcind6é
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Figura 23. Actividad de luciferasa obtenida con el vector pmetluc2 vacio con respecto a
la obtenida con el vector promcldn6 en células AGS estimuladas con 10ng/ml de LPS. La
actividad de luciferasa aumenta con respecto a la basal (* P=0.01, ** P<0.01) alas 24 y 48 h
después del tratamiento con LPS en las AGS transfectadas con el vector promcldn6. No hubo
diferencias significativas en las AGS transfectadas con el vector pmetluc2 vacio. La medicion es
en unidades relativas de luciferasa normalizadas por mg de proteina.

Para conocer el comportamiento en la expresion de la luciferasa bajo
un promotor constitutivo y asi utilizarlo como control de la transfeccion
transitoria, los tratamientos con LPS se realizaron en células AGS
trasfectadas con el vector pmetluc2-control, el cual es un vector que expresa
constitutivamente la proteina luciferasa por accion del promotor del
citomegalovirus humano. En la figura 24 se muestra que en las células AGS
transfectadas con el vector pmetluc2-control, la expresion de la luciferasa
tiende a disminuir conforme pasa el tiempo y no hay diferencias
significativas entre las células tratadas con LPS y sus respectivos basales.
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Estos resultados al igual que los observados en la figura 23
demuestran que el aumento observado en la actividad de la luciferasa es
especifico para el vector recombinante. ElI experimento realizado como
duplicado mostr6 un comportamiento parecido (datos no mostrados).

AGStpmetluc2-control vs. AGStpromcldn6
600000

400000

200000+

URL normalizadas

Condiciones

Figura 24. Ensayo de luciferasa para comparar la actividad entre el vector pmetluc2-
control y el vector promcldn6 en células AGS estimuladas con 10ng/ml de LPS. En la grafica se
observa que a las 24 h después del tratamiento con LPS, la actividad de luciferasa aumenta con
respecto a la basal (* P=0.02) en las AGS transfectadas con el vector promcldn6, mientras que
no hubo diferencias significativas en las AGS transfectadas con el vector pmetluc2-control. La
medicion es en unidades relativas de luciferasa normalizadas por mg de proteina.
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6 DISCUSION

El proceso carcinogénico de distintos tipos de cancer conlleva una
serie de cambios tanto a nivel morfolégico como a nivel molecular. Las
claudinas son proteinas integrales de membrana cuyos patrones normales de
expresion se encuentran alterados en distintos tipos de cancer. En el cancer
gastrico, la expresion de claudina 6 y claudina 9 correlaciona con un mal
prondstico de los pacientes, sin embargo, los mecanismos moleculares
involucrados en la regulacion de estas proteinas se desconocen.

Para estudiar la regulacion transcripcional de estos genes se clond y se
analizo la regidén promotora con el fin de encontrar elementos putativos
reguladores. Debido a que no existen estudios previos donde se haya
investigado los elementos reguladores de estos genes, se decidid clonar una
region promotora larga de aproximadamente 2500 p.b., con la finalidad de
incluir la mayor cantidad de elementos reguladores. Con base en un estudio
bioinformatico, % se decidié clonar 2000 p.b. rio arriba del sitio de inicio de
la transcripcion del gen cldn6. La regién promotora no puede medir mas
pares de bases debido a que en esa regién se localiza el gen TNFRSF12A
(proteina miembro de la superfamilia de receptores para el factor de necrosis
tumoral 12A). En el caso del gen cldn9, se decidié clonar 2500 p.b. rio
arriba del sitio de inicio de la transcripcion.

Una vez que se obtuvieron las secuencias de las regiones promotoras,
se procedi6 a realizar la busqueda de secuencias de promotores centrales
(caja TATA, caja CAAT vy caja GC). En la region promotora de cldn6 se
encontraron Unicamente dos cajas GC mientras que en la region promotora
de cldn9 se encontraron dos cajas GC y dos cajas TATA. Las cajas TATA
encontradas se localizan a mas de 1500 p.b. de distancia del sitio de inicio
de la transcripcion, lo cual indica que solo se trata de una region con la
secuencia consenso, puesto que ningun promotor central real se encuentra
tan lejos del sitio de inicio de la transcripcion. En el genoma humano es
comun la existencia de promotores que no contengan cajas TATA (el
promotor central mejor estudiado), en vez de cajas TATA, la mayoria de
estos promotores se encuentran regulados por islas CpG. ' Con el programa
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bioinformatico EMBOSS CpG Island Searcher se encontraron dos probables
islas CpG en la secuencia promotora de cldn6, mientras que en la secuencia
promotora de cldn9 no se encontré ninguna isla CpG. Las islas CpG son
elementos de regulacion que normalmente se encuentran desmetilados, lo
cual los vuelve sitios accesibles para la maquinaria de transcripcion. La
presencia de islas CpG y de cajas GC en el promotor de cldn6 sugiere que
probablemente la transcripcion de este gen sea regulada por el grado de
metilacion del ADN, como sucede en el caso de cldn3 y cldn4 en cancer de
ovario. 2% La metilacion del ADN estd asociada a la represién de la
transcripcion.

Las células AGS tienen una expresion basal de claudina 6 y claudina 9
baja en comparacién con otras claudinas, como claudina 1.2 Seria muy
interesante investigar si las islas CpG de cldn6 presentan patrones de
metilacion que correlacionen con la expresion basal baja de la proteina.
También seria muy interesante obtener cultivos primarios de cancer gastrico
con expresion de claudina 6 para poder comparar los patrones de metilacion
de las islas CpG contra los de cultivos primarios de células de epitelio
géstrico sanas. Lo que probablemente se encontraria seria que en las células
de tejido géstrico sano, las islas CpG de cldn6 se encuentren metiladas, lo
cual inhibiria su expresion y asi corresponder con la ausencia de esta
claudina en el epitelio gastrico; mientras que en los cultivos primarios de
cancer gastrico con expresion de claudina 6, se esperaria que las islas CpG
se encontraran desmetiladas, lo cual estaria promoviendo su transcripcién y
su expresion anormal en este tejido.

La secuencia promotora de cldn9 tiene dos cajas GC y no tiene
ninguna isla CpG, lo cual sugiere que su regulacién transcripcional puede
ocurrir mediante el factor de transcripcion Sp-1. Sp-1 promueve la
transcripcion de promotores con una o mas cajas GC. *® La ausencia de islas
CpG no descarta la posibilidad de que cldn9 pueda ser regulado por el grado
de metilacion del ADN, ya que las cajas GC pueden ser metiladas y los
dinucleédtidos CpG alrededor de éstas también pueden ser metilados.
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En este proyecto de tesis se clond la region promotora del gen cldn6
en un vector acoplado a la proteina luciferasa con el objetivo de crear una
herramienta para estudiar la dinamica de transcripcion de este gen, sin
embargo esto no se consiguid para el promotor de cldn9. En la literatura no
hay trabajos donde se analice la regulacion transcripcional de cldn9 ni
tampoco hay trabajos donde se haya clonado la regién promotora. A pesar
de que las funciones de claudina 6 y de claudina 9 no se encuentran
complemente descritas, parece haber un mayor interés en el estudio de
claudina 6 debido a que recientemente algunos grupos de investigacion han
propuesto esta proteina como marcador de células troncales en humanos y
en ratones. 2% Como consecuencia, el estudio de claudina 9 a nivel de
proteina y a nivel de gen se dificulta debido a que no existen referencias en
las cuales consultar metodologias y resultados. En este proyecto la principal
dificultad para la clonacion de la region promotora de cldn9 fue
metodoldgica. El proceso de digestion del inserto promcldn9 implicé una
purificacion mas (a comparacion del inserto promcldn6) por el método de
fenol/cloroformo, la cual contribuyé a la disminucion en la calidad y
cantidad del inserto con la consecuente disminucién en la eficiencia de la
reaccion de ligacion.

Una vez probada la funcionalidad del vector recombinante, se
procedié a comprobar que la secuencia clonada correspondiera al promotor
de cldn6, en otras palabras, que ésta contenga elementos reguladores de la
transcripcion especificos para el gen de cldn6. Para evaluar esta situacion, se
utilizo el modelo de estimulacion de células AGS con LPS de H. pylori, en
el cual la via de sefalizacion promueve un aumento en los niveles de
expresion de claudina 6 (al igual que de claudina 9). En el articulo de
Chavarria-Velasquez et al, el aumento en la expresion de claudina 6 y
claudina 9 ocurre a las 8 h de la estimulacién y se mantiene hasta las 48 h.”®
En los ensayos de luciferasa se observa un desfase temporal debido al
tiempo que le toma a la luciferasa ser secretada de la célula. A pesar del
desfase temporal, es muy clara la tendencia de aumento de la actividad de
luciferasa, contrario a la tendencia de disminucién de los basales. La
disminucion observada en estos tiempos puede deberse a que la luciferasa
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secretada comienza a degradarse en el medio exterior. Un resultado que
demuestra que esta disminucién es normal y no influye en la interpretacion
de los datos puede observarse en la figura 24, en donde las células AGS
transfectadas con el vector pmetluc2-control (el cual transcribe
constitutivamente la luciferasa) tiene el mismo patrén de disminucion. Por
otra parte, el aumento observado a las 24 h es especifico del vector
recombinante, ya que, en las células AGS transfectadas con el vector
pmetluc2 vacio y el vector pmetluc2-control (figuras 23 y 24), no se
observaron diferencias significativas en la actividad relativa de la luciferasa
entre las células estimuladas con LPS y sus respectivos basales.

Es importante mencionar que la actividad relativa de luciferasa
observada en los basales de las células AGS transfectadas con el vector
recombinante, no refleja la cantidad total de claudina 6 en la célula, es decir,
los valores altos no correlacionan necesariamente con grandes cantidades de
claudina 6 (no son equivalentes los resultados de un Western-blot con los de
un ensayo de luciferasa). La principal razén de que esto suceda es que para
la transfeccion transitoria se utilizO una cantidad alta de vector
recombinante, la cual se refleja en niveles altos de actividad relativa de
luciferasa. Por otro lado, si se quisiera conocer la actividad transcripcional
basal real de cldn6, lo mas conveniente seria utilizar células con
transfeccion estable y medir la actividad de la luciferasa a distintos tiempos
sin estimulos externos (incluyendo el suero bovino fetal del medio de
cultivo). Es importante mencionar que algunas de las diferencias
encontradas entre los basales y las condiciones experimentales, por ejemplo
en el tiempo de 8 h en la figura 19, se deben a diferencias en la eficiencia de
transfeccion entre los pozos. Sin embargo, la normalizacion por extraccion y
cuantificacion de proteina total permite que los valores de la actividad
relativa de la luciferasa puedan compararse.

Los elementos reguladores de la transcripcion son estimulo-
especificos, por lo que lo méas probable es que la region promotora minima
en el modelo de estimulacion de células AGS con LPS de H. pylori, no sea
la misma region en otro modelo. La ventaja del uso de vectores reporteros es
que se pueden utilizar con cualquier modelo de trabajo, asi la regulacion
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transcripcional de cldn6é puede ser estudiada bajo diversos estimulos y en
distintas condiciones. Otra metodologia comuin en el estudio de la
regulacion transcripcional de los genes es el ensayo de inmunoprecipitacion
de cromatina (ChIP por sus siglas en inglés). Esta metodologia se utiliza
cuando en el modelo de estudio se conoce la via de sefializacion encargada
de la regulacién transcripcional del gen, los factores de transcripcion
putativos involucrados y los probables sitios de unién de éstos en el
promotor del gen. EI fundamento consiste en precipitar la cromatina con un
anticuerpo dirigido al factor de transcripcion de interés, para posteriormente
amplificar por PCR el probable sitio de unién del factor de transcripcion en
el promotor. Para el estudio de la regulacion transcripcional de cldn6 y
cInd9, la clonacion de la region promotora en un vector reportero es la mejor
opcién, ya que con esta metodologia se pueden empezar a describir de
manera general los distintos elementos reguladores de la transcripcion. La
informacion obtenida de los ensayos de luciferasa posteriormente sera la
base para metodologias mas especificas como el ensayo de ChlIP.

Con los resultados de los ensayos de luciferasa queda demostrado que
el vector recombinante pmetluc2-promcldn6 es funcional y puede ser
utilizado para estudiar la regulacion transcripcional del gen cldn6.

7 CONCLUSION

El estudio de la regulacion transcripcional de las claudinas en los
distintos tipos de cancer, sobre todo en cancer gastrico, es importante para
entender los procesos moleculares que desencadenan la expresion aberrante
de estas proteinas junto con su consecuente aportacion al fenotipo
cancerigeno. Los resultados obtenidos en este trabajo, generaron un vector
recombinante, el pemtluc2-promcldn6, el cual es funcional y contiene los
elementos reguladores necesarios de la region promotora para el estudio de
los mecanismos que controlan la transcripcion de este gen. En la figura 25
se muestra un resumen del trabajo realizado.
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Figura 25. Esquema de los elementos reguladores en -cis presentes en la region
promotora de cldn6 y cldn9.

8 PERSPECTIVAS

El primer paso a seguir para continuar con el estudio de la regulacion
transcripcional de cldn6 es crear vectores con deleciones progresivas del
promotor para encontrar la region promotora minima necesaria que regule la
expresion de esta proteina. En las deleciones progresivas se deben tomar en
cuenta los elementos de regulacién transcripcional encontrados, como las
dos islas CpG, para no interrumpirlas y por ende interferir con su actividad
reguladora. En el anexo 1 se muestran los primers disefiados para dos
deleciones progresivas en el promotor de cldn6 y cldn9, las cuales separan
los distintos elementos putativos de regulacion.

Después de que se identifique la regién promotora minima encargada
de la regulacién transcripcional de cldn6, se puede realizar un analisis
bioinformatico para buscar en esa secuencia sitios de union a factores de
transcripcion. Dicho andlisis sera la base para realizar experimentos de
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ChlIP, en los cuales se buscara el factor de transcripcién encargado de la
regulacion transcripcional de cldn6 bajo el modelo de estudio elegido.

Por otra parte, el vector pmetluc2-promcldn6 también puede ser
utilizado para estudiar los efectos que tienen las metilaciones o
desmetilaciones en la transcripcion de cldn6.
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ANEXO 1. DISENO DE PRIMERS PARA DELECIONES
PROGRESIVAS.

PROMOTOR DE CLDN6 2KB RIO ARRIBA DEL SITIO INICIO
TRANSCRIPCION

AGGGACGCAGACCCCCTTCCTTGCECAGCCEETCATCTAGTCCAGCGTGCGTGGTGTGGGGAAATCAAAAATTAGA
CACGAGTGCTCGCTTCGGCAGCACATATAGAAATCAGACACGAACGGCCGGACGCGGTGGCTCACGCCTTTAATCC
CATCAGTTTGGGAGTCTGAGGCAGGCGGATTACGAGGTCAGGAGTTCGAGAGCAGCCTGACCAACGTGGTGAAACG
CCGTCTCTACTCGAAATACAAAAATTAGCCGGGCGTGGTGGCGCGCGCCTGCAATCCGAGCTACTCAGGAGGCTGA
GGCAGGAGAATCTCTTGAACCCGGGAGGCAGAAGTTGCAGTGAGCCGAGATCGCGCCACTACACTCCAGCCTGGGC
GACAGAGTGAGAGTCCGTCTCAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAACAAACAAACAAACAATAAAA
AGAAATCAGACACACGACCAATCCATGCAGAGATCACTGCAGCTTCCTTCCCCCCACCTCCCCTTGAGATTGCGTC
TCACTCTTGCTCAGCCTGGAGTGCAGTGGTACGATCACGGCTCTCTGGGCTCAGGTGAGCCTCCCACCTCAGCCTC
CCAAGTAGCTGGGACCACAGGCCCTGCCCCACCACGTCCGGCTAATTTTTGTATTTTTTGTAGAGACCAGGGTCTT
ACTATGTTGCCCAGGTTAGCCTGECCACTACACCTTTCTTAAGEECCCGGGGGGTATAACAATTAAACCTGAGGTC
AGGAGCTCGAGACCAGCCTGGCCAACTTGGTGAACCCCCGTCTTTACTAAAAATAAAAAAAAGAAAGAAGTTAGCC
GGGCGTGGTAGTGGGCGCCTGTAATCTCAGCTACTCGGGAGACTGAGGCAGGAGAATTTCTGGAACCTGGGAGACG
GAGGTTGCAGTCAGTCGAGATAGCGCCATTGCACTCCAGACTGGGCGACAGAGAGGGCCTCCATCTCAAAAAACAA
AACAGGCCGGGCGCGGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACATTGGGAGGCCGAGGCGGGCAGATCACGAGGTCAG
GAAATCGAGGCCATCCTGGCTAACACGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAAATTAGTCGGGGGTGGT
GGCGGGCACCTGTAGTAGTCCCAGCTACTCTGGAGGCTGAGGCAGGTGAATGGCGTGAACCCGGAAGGCAGAGCTT
GCAGTGAGCCAAGATCGCGCCACCACACTCCAGCCTTGGCGAGAGAGCGAGACTCCATCTCAAAAACAAACAACAA
CAACAACAAAAAACCAGCAACATAAAAATAATATTATCTGGCCGGGCGCGGTGGCTTAAGCCG
AGTECGAGGCCAAGGCGGGCGGATCGCTTGAGTCCGGGAGTTCGAGACGCCTGGGCAATATAACAAGACCCTGTCT
ATACAAAACAAAACATAAATTAGCTGGGCACGGTGGCGTGTGCTGCCTGTAGTCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGG
CGGGAGGATCGCTTGAGCCCAGAAGGTCGAGACTGCAGTGAGCCGTGATCGCACCACTGCACTCCAGCCTGGGTGA
CACAGTGAAAATATTTCTCTAAAATAATACCAATAGTATGCCCTTTAATTTGTACCTTAGGACGTAGTTACATAAT
AAAATGCAGACTTGTTATCTCCATTTTGCAGAGTAGGAAACGAAGGCTCGGGAAGGTTAGGTGAGTTCCCCATGTC
ACCGCGCTGCTTAAGTGGTGAAGCGGAGTCTCAAGCTCTGTTCTACCCTAAGCCTGGCGCCCTCACCCTGGGTGAG
TCTGGACGTCTGCCAGCCCGAGGCGGGCCCAGCGACCCCAGCCTCCAGCGCCCCCCTCTGACAAGCCTGGGATTCG
CACGCCCGCTGCCGTCAGGGACAGGGTCTCTGCCCCTCCTCCGGGGCGGTGGTCCAGTGACGTCACCGCTTCTTTA
AGACCCCCGCCTCCGCCCCTGTCCREACACTCEECCTAGGARTTTCCCTTATCTCCTTCGCAGTGCAGCTCCTTCA
ACCTCGCCHIE

El [ indica los primers propuestos.

Islas CpG.

El __ indica las cajas GC.

El ndica el sitio de inicio de la transcripcion.
El indica el sitio de inicio de la traduccion.

PRIMERA DELECION 1313 pb
Primer forward 5
Primer reverse 3’
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Primer pair 2

Sequence (3'.>F) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3’ complementarity

Forward primer GLCCACTACAGCTTTGTTAAGGG Plus 22 G4 TOS 5951 5000 400 0.00
Reverse primer AATTCCTAGGCCGAGTGTCG Minus 20 1996 1977 5954 5500 &00 300
Product length 1313

Figura 25. Caracteristicas del par de primers disefiados para la primera delecion.

SEGUNDA DELECION 665 pb
Primer forward 5
Primer reverse 3

Primer pair 1

Sequence {3'>3) Template strand Length  Start Stop Tm  GC%  Self Sell 3
Forward primer  GTAAT 0 Plus 18 1332 1348 5890 6111 500 500
TOG Miriss n 1996 1977 5954 G500 600 300

Reverse primor
Product length

Figura 26. Caracteristicas del par de primers para la segunda delecion.

PROMOTOR DE CLDN9 2.3KB RIO ARRIBA DEL SITIO
INICIO TRANSCRIPCION

CTGAGCCCCAGGGGCTGGGTGAGCTGGACAAACCTGCRACAACATICCCNEACTCOACHEA TGGCCATTTTCCAGC
CTCTGTATCACCCCCCCATCTTCCAGACTCTGTGGGGCCACCAGGTCAGCCCCCCTCGTACCGGAGGAGCCCCCCT
CAGTGGAGAGGCCCAGGGGGTGGTGAAGAGGAGGCCAGGCTTCTGTTTACCTTACAGACCAGCTGATTGGCGCTGG
CCTGTCTCTGTGTTTGCAGGGGAGGATCTTAAGCTGTTTTGGGTCAAGGCCCCTTTGCAAATCTGAAGGAAAGTAT
AAATCTCTCTTCCAAAAGTATCATTTTTTTTAAGAGACAGGGTCTCACCTAGGATGGAGTGCGGTGGCATAATCAT
AGCTCACTGCAGACTCTAACTCCTAGGCTCAAGAGATCCTCCTACCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGACTACAGAC
AGGAACCACCTAACTCAGCTAATTTTTGTGTATATATATATATATATATTTTTTTTTTATTTTAGAAATGGGGTCT
CACTGTGTTGCCCAGGTGGGTCTCAAGCTCCTGGCCTTAAGCAATCCTCCCACCTTGGCCTCTTAAGCGCTGGGAT
TACAGGCGTGAGCCTCAGTGCCCGGACCCAAAAGATGCTAAAACCCTTTCGCAGAAGCGATGCTCATACCCCTAGG
TTTGAACCCTGACCGCTCCTTGAGGTTAGAGCCCTTTATACACAATGTCCCACCCACTAGGTGAGGGGCACTGAGC
AGGGGTGTGCCTGGCCACTGGCTCCCCGAAGGCAATGCCGTGAAGTGGTGCAGCCACCAGATGTGTGTGGTGGGCA
CCTCCAGCCCTGCCCGCACTGGCCAGTGGGCTCCAGCACACCCCAGCCCTCCCAGCACCAGGCAGGTGAGAGGCAG
TCCCAGGTGAGGGCCCACTCTGAGGATCCTCTGTACCTCCCTCCANACTCIATCARTEEACACAATGTTCCTCACA

TCCCTTTTCCTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACAGAGTCTCCCACTGTCACCCAGGCTGGAATGCAGTGGTGC
GATCTCGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCGGTTCAAGCGATTCTTCTGCCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGATTAC
AGGCACCCGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGGAGTCTCTCTCTGTCGCCAGGCTGGAG

TGGAGTGGAGTGGTACGATCTTGGCTCACTGCAACCTCTACCTCCCGGTTTCAAGTGATTCTCTTGCCTCAGCCTC
CAGAGTGGCGAGTGGCTGGGACTAGAGGCTTGTGCCACCACGCCCAGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGG
GTTTCACCATGTTGGCCAGGATGGTCTCGATCTCTTAACCTTCCGATTTACCTGCTTCGGCCTCCCAAAGTGCTGG
GATATCTAATTTTTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCT
CGTGAATCGCCCACCTTGGCCTCCCAAAGTGTTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCACCTGGCCGTCACACCCCT
TTTTCAGACAACAATCCTCAGAGGTTCTTAGCACCCAGGCAGGGGCTTGAAGGAGTTCATGAACCCTCCCCCACAA
ATGAGGGGCACATGTTTGTGGGTGCATGTTCTGTGAGTCCCACGGGGTTTCTCAAGTGGGTCTTTGACCAAAGGAG
GTTAAGGACCTCGACCTTCCATGACCTGTCCCAGGTAGGGGTCAGGATTTGAGCTTTGGTCAGTGGGACTCCCAGG
CTGTCCCCATGAGTGGAATCACAGGCTCTGAGGGGGTTTTTCCGGAGGTAAGGCTTTCCTGCAAACTGGAAGGCAG
GTCTTGGGGACACTTGAGTCCCTGGACTTAACCCCCGTGCCCACCTCTGGGGTGTTTTGGCCCGGGAGGCCTGACT
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GGCCACTCACTCACCCACCCATGGAACATAACCGGGTCCTGGGCTGTGCCCCACCCTGGGTTCCAGCCCCAGCCCG
TCCCGCCTRCANCEEEERICENEABTEECCCCCAACCTCCACAACAGGCCCCTCATCCTCTGGCCTCTGGAGATCT
TAGGCAGCTCAGCTCAGCCTCGGTTTCAGCAGCAGGGGTGGCAAGAGCGCACCTGAGCTGAGGTTGAAGTGGGGGE
TAGTTTTCTAGGCCGTTGCCAGGGCGATGCCACCTGAGCTGGGCGCCAGGCACCTGTCGTCTGGGGAACAGTGCAG
GCGGGGACCTTCCCCCGGGAGCTABCGGGGCCACTGGGCTGAGACGGGGGATGGATCAGATTCCAGAGAGTCCCAG
GCGGGCGGGAGTGTGCGATACTCGGGGAGCTGGGGCATGTTTGCATCACGAAACTCGGCTGGGGGAGAGCAGAGGC
AGCTGGGGAGGGGCTGCGGAAGGAGGAGGCTCAGGAAGGCAAGCCGACGCCCCCTGTGTGTGTTTCTGTCCTGAGC
CTGTTACTTTTTTGACCCCCGATCCGTCTCTTCTTCCTCAGCTTGTCCTCCATCTTCCCCTCCTTTACCCTTGGTT
CCCACATGCACAGATGCTACGGACGCTTTTCCTCCCCTGTCCCCACTCAGCCGCAGCATCCCCCGCTGGCCCCCAG
GCCCCTCATCCATCCGCTGCCCACGAACCCCCAGCCCCGCACCCTCCCCGTGGCTCAGGTCTCCCCTATCCCGGCC
TCCCTGCACTTCACTCTGCTCCTCCCCTGCCTGGGCCTTAAAACCCCGCCTGCAGCCGAGAGCCCGCAGAGTCCCC
AGGTGGCACTGTCAGAGTCGCTCAGTGGGAACCTGCGCCAGCCGGCAGGAGACGTGGCTGTCCTCAGCCTGGCAGT
GCGTCTGGAGGGCCTGTGCGAGCTCAGCCCAGGTGTGACAGCGGGGTGGTAAGAGCAGCAGCACCCTCAGGGCATC
CGATGGGCGGAGGCCCCTCGAGGTGACACCCACCACTCAGCCGAGCGGGACTACCACTCICEIMCTICENEECCCA
GGACCAGAAACACCTGCAAGAGGCACGGAGAGGAGGCGCCTTTCAAGAGGCGCCTTTCATGGAACTGAGGACTGGC
CTGGCTTGGGGACACCAACAAGCCTTCCCCCTCCTGCTGGACACAGAGACACCCACCCAGCACACCAGACACACCC
TCTGAGTCACCTAGGCCGCCTGGGGCTGAGAAGACCTAACCGAGGGGCCAGHIE

El [l indica los primers propuestos.

El _ indica las cajas GC.

El ndica el sitio de inicio de la transcripcion.
El indica el sitio de inicio de la traduccion.

PRIMERA DELECION 2089 pb
Primer forward 5
Primer reverse 3

Primer pair 5

Sequence (5> Templato strand  Length Start Stop Tm  GC% Self compl Salf 3
Forward primer CCTCCCTOGAAAGTGTATGAATGE Plus 24 m 934 6093 5000 400 0.00
Reverse primer GOAGCACAAMGCAGACTOGTAG Minus n 2999 2978 6124 5455 300 200
Product length 2089

SEGUNDA DELECION 976
Primer forward 5
Primer reverse 3°

Primer p“ﬂir 14

Sequence (§727) Template strand Length Start Swop Tm  GC%  Self ity Self 3"

Forward primer CCATCCCCCTTCCTGAGTGC Plus 20 2024 2043 6220 6500 300 200
Hewverse primer GEABCACAMABCAGACTCETAG Mirs 2 2609 2978 124 48R 300
Product langth 976
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