UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

Efecto de la sobre expresion de Claudina -6 y -9 en

células troncales de adenocarcinoma géastrico

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGA
P R E S E N T A:

Priscila Anhel Medrano Gonzéalez

DIRECTOR DE TESIS:
Dr. José Francisco Gallardo Vera

Ciudad de México, 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Priscila Anhel Medrano Gonzalez |||

Hoja de datos del Jurado

1. Datos del alumno

Medrano

Gonzalez

Priscila Anhel

57904522

Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

310109518

2. Datos de tutor
Dr.

José Francisco
Gallardo

Vera

3. Datos del sinodal 1
Dra

Erika Patricia

Renddn

Huerta

4. Datos del sinodal 2
Dr

Luis Felipe

Montafio

Estrada

5. Datos del sinodal 3
Dra

Laura

Kawasaki

Watanabe

6. Datos del sinodal 4
Dr

Luis Felipe

Jiménez

Garcia

7. Datos del trabajo escrito

Efecto de la sobre expresién de Claudina -6 y -9 en células troncales de adenocarcinoma gdstrico

69p
2018




Priscila Anhel Medrano Gonzalez ||||

"El mejor cientifico esta abierto a la experiencia, y esta empieza con un romance, es
decir, la idea de que todo es posible."

Ray Bradbury
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RESUMEN

El cancer representa un problema de salud a nivel mundial. Tan sélo en el afio 2012 Ia
agencia internacional para la investigacién en cancer (IARC) registré 14 millones de casos nuevos
y 8.2 millones de defunciones a causa de esta enfermedad. De todos los tipos de cancer, los

derivados de tejidos epiteliales representan cerca del 95%.

Las uniones estrechas confieren polaridad y selectividad al paso de moléculas del flujo
paracelular de los epitelios, ademds de estar involucradas en diversas vias de sefializacion. Las
claudinas, proteinas de 4 dominios transmembranales, son los principales componentes de las
uniones estrechas y se han visto desreguladas en diversos tipos de cancer. Particularmente, en
cancer gastrico, la sobre expresion de Claudina-6 y -9 incrementa el potencial invasivo, migracion
y tasa de proliferacion. Cabe destacar que la expresién de dichas claudinas, 6 y 9, se restringe a

tejidos durante el desarrollo embrionario, siendo su expresion débil o ausente en tejidos adultos.

Se sabe que no todas las células que conforman un tumor son idénticas, sino que existe
heterogeneidad fenotipica dentro de éste, y que en muchos tipos de tumores hay una
organizacién jerarquica similar al de las células troncales. Esta observacién aunada a ensayos
funcionales y moleculares llevaron a la identificacion de una subpoblacién llamada células
troncales de cédncer (CTC), las cuales son responsables de la iniciacidn, recurrencia y metastasis
tumoral, ademas, estan involucradas en la resistencia a los tratamientos con quimio vy

radioterapia.

Las células que mantienen y confieren la agresividad tumoral son aquellas que retoman
los mecanismos de una célula troncal normal, la sobre expresién de Claudina-6 y —9 podria estar
asociada al enriquecimiento de esta subpoblacién. Este trabajo pretende dilucidar la asociacion
de la expresién de dichas claudinas con las CTC a través de la expresién de marcadores

previamente reportados para esta subpoblacién: CD24, CD44, Villin y DCLK1.

Palabras clave: Claudina-6, Claudina.9, CTC, cancer gastrico, CD24, CD44, villin, DCLK1.
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1.- Introduccion

"Medio siglo de investigacion sobre el cdncer ha generado un enorme cuerpo de observaciones sobre
el comportamiento de esta enfermedad, sin embargo no hay ideas sobre como comienza y progresa hacia sus

conclusiones potencialmente mortales *”.

Dr. Robert A. Weinberg

Las células troncales son un grupo celular con capacidad de auto-renovacién, que le
permite dar lugar a otras células troncales, y de diferenciaciéon que generan células mas diversas
con diferentes funciones bioldgicas 2. De acuerdo al potencial de diferenciacién, las células
troncales pueden ser: totipotentes, las cuales estan presentes en los blastomeros de la mérula 'y
dan lugar a tejidos embrionarios y extra embrionarios; las células troncales pluripotentes, que
estan presentes en las células de la masa interna celular del blastocisto, y dan lugar a todos los
tipos celulares del embridn, incluyendo a las células somaticas y germinales; por su parte, las
células troncales multipotentes son capaces de dar lugar a diversos tipos celulares de un mismo
tejido, como el caso de las células troncales hematopoyéticas. Hacia la etapa final de
diferenciacién, se encuentran las células troncales unipotentes, que son capaces de dar origen a
un solo tipo celular maduro, son células progenitoras comprometidas con un linaje especifico, y

a este nivel se encuentran las células progenitoras endoteliales o células epiteliales de la cdrnea

3

Hacia 2006, se descubridé que células somaticas maduras podian ser reprogramadas en
células troncales pluripotentes por la expresidon ectdpica de 4 factores transcripcionales,
demostrando entre otras cosas, que el desarrollo podia ser potencialmente revertido. Pruebas in
vitro e in vivo demostraron que estas células pluripotentes inducidas podrian dar lugar a
teratomas sugiriendo que el cancer posee un origen embrionario. Posteriormente, se propuso al
cancer como un problema en el desarrollo, basado en diversos estudios en los que células

malignas se diferenciaban a un tejido normal al ser colocadas en un blastocisto 4. Aunado a otras
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pruebas, se ha visto la asociacidn entre las caracteristicas de un tumor con las de un fenotipo del

desarrollo temprano.

Las células troncales de cancer (CSC) son una pequefia poblacién de células dentro del
tumor que retoma las propiedades de una célula troncal, tales como alta capacidad para generar
clonas por autorrenovacion, y de dar lugar a poblaciones celulares heterogéneas con un alto
potencial de plasticidad. Esta subpoblacidn posee resistencia a factores de estrés dentro del
tumor como bajos niveles de oxigeno y de nutrientes, ademads, son resistentes a la induccion de

muerte por agentes quimioterapéuticos °.

Los tratamientos que reciben los pacientes con cdncer gdstrico son multimodales que
incluyen cirugia, radiacién y quimioterapia, entre otros. Sin embrago, aln con la implementacion
de diversos tratamientos, las células troncales de cdncer siguen presentes y eventualmente llevan
a la reaparicion tumoral ©. Por ello, resulta importante dilucidar los mecanismos que rigen y
mantienen a las CSC, lo cual representaria una primera aproximacién en el tratamiento dirigido
contra esta poblacién, que, aunado a tratamientos convencionales, podrian llevar a la
disminucion del tumor y del riesgo de adquirir propiedades de CSC por parte de las células del

tumor 7.
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2.- Antecedentes

2.1 Uniones estrechas

Las uniones estrechas son un complejo de proteinas de unién intercelular, esenciales para
la funcidn de algunos tejidos. Han sido observadas en células epiteliales, del endotelio vascular,
células mesoteliales, células de Schwann, oligodendrocitos y células de Sertoli, entre otros 8.
Forman barreras selectivamente permeables que permiten el paso de algunos iones, solutos,
agua y células a través del flujo paracelular (funcién de compuerta); ademds, demarcan el limite
entre la region lateral y basolateral sirviendo como barrera de la difusidon intramembrana de
proteinas y macromoléculas entre estas dos regiones (funcién de valla). Las uniones estrechas
regulan una variedad de moléculas de sefializacidn involucradas en procesos de diferenciacidn,

proliferacion y polaridad celular °.

Las uniones estrechas estdn conformadas por dos tipos principales de componentes
transmembranales: las proteinas de cuatro dominios transmembranales como las ocludinas,
tricelulinas y claudinas, y las proteinas de un dominio transmembranal como JAM, CRB3 y Bves.
Ademas, se distinguen proteinas citoplasmaticas que poseen roles de adaptadores, proteinas de
andamiaje y proteinas que conectan a proteinas de la membrana con el citoesqueleto de actina,

tales como zénula ocludens (Z0), cingulina, H6, simplequina, ZA-1TJ, entre otros 1911,

2.2 Claudinas

Las claudinas (Cldn) son los principales componentes de las uniones estrechas??, cruciales
en la regulacién de la permeabilidad celular al modular la resistencia epitelial y el paso de ciertos
iones. Esta selectividad depende de las claudinas expresadas en los tejidos 3. Se han reportado
hasta la fecha 27 genes de Claudinas en mamiferos 4; en humanos, la longitud de las claudinas

oscila entre 207 y 305 aminodcidos y su peso molecular se encuentra entre 21y 34 kDa [4].
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Son proteinas de 4 pasos transmembranales con una regién corta amino terminal (de 4 a
5 residuos) y una regidn variable en tamafio y secuencia carboxilo terminal (21 a 106 residuos),
orientadas hacia el citoplasma 23 (figura 1). Poseen dos asas extracelulares: La primera estd
implicada en la funcién de barrera al determinar selectivamente la carga del transporte
paracelular; contiene alrededor de 60 residuos con dos cisteinas conservadas que confieren
estabilidad a la estructura y de las cuales no hay evidencia alin de que éstas formen puentes
disulfuro . La mayoria de las claudinas tienen un motivo conservado en la primera asa
extracelular: GLWxxC(8-10 aa)C 6. Las cargas positivas y negativas en esta asa confieren las
propiedades de los poros que forman. La segunda asa extracelular contiene alrededor de 24
residuos, posee funcién de estrechamiento del espacio intercelular'?, asi como la formacién de
dimeros con claudinas opuestas por su motivo hélice-vuelta-hélice, a través de interacciones
hidrofébicas entre residuos conservados 3. Ademds, en algunas isoformas de claudinas, esta asa
extracelular se ha visto implicada, como receptor, de la enterotoxina de Clostridium perfringens
17 Las secuencias de la primera y cuarta region transmembranal son altamente conservadas entre
las diferentes isoformas 3. La regién carboxilo terminal es la mas heterogénea entre todas las
isoformas, contiene un sitio YV (a excepcién de Claudina-12) que se une a proteinas con dominios
PDZ (Cldn-1a-9y-17S/TYV, Cldn-10y -15 AYV, Cldn-11 AHV, Cldn-12 HTT, Cldn-13 LDV, Cldn-14,
-18 y -20 DYV, Cldn-16 TRV y Cldn-19 DRV)*®?°, |a cual le permite interaccionar con moléculas

asociadas a las uniones estrechas como MAGUK, ZO-1, ZO-2, ZO-3, entre otras 7.

Poseen, ademas, sitios de fosforilacién en la regién del tallo citoplasmatico, justo después
del cuarto dominio transmembranal ademas de otros sitios de fosforilacién que no son
conservados y que son unicos de cada claudina. Su funcién es modular la funcién de claudinas
especificas al ser blanco de cinasas como MAPK, PKA, PKC, entre otras. Por otro lado, se
distinguen sitios de palmitoilacion en la regién del asa intracelular, después del segundo dominio
transmembranal y que estan involucrados con la correcta localizacion de la claudina en las

uniones estrechas 29.
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Figura 1. Estructura general de las claudinas (Gunzel y Yu, 2013)

Basado en la similitud de las secuencias de las claudinas, se distinguen dos grupos: Las
claudinas clasicas, que exhiben secuencias con mayor similitud (Cldn -1 a la -9, -14, -17, -19, -20),
y las claudinas no cldsicas, que incluye a miembros que estan menos relacionados (Cldn -10, -11,
-12,-15,-16, -18 y el resto de las claudinas). Algunos pares de claudinas muestran secuencias muy
similares y estan localizados en cercana proximidad en el genoma humano, como los genes de
Cldn-6 y -9 (CLND6 y CLDN9, respectivamente) separados Unicamente por 200pb; CLDN22 y
CLDN24, CLDN8 y CLDN17 6 CLDN4 y CLDN3 (Figura 2). Esta estructura genémica sugiere que

algunas claudinas han surgido por duplicacién génica 3.
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Figura 2. Clasificacion de claudinas de acuerdo al grado de similitud entre ellas (Lal-Nag y Morin, 2009)

2.3 Cancer gastrico y claudinas

El cédncer géstrico ocupa el sexto lugar de incidencia en México y a nivel mundial 2! y la
mayoria de los casos corresponde a adenocarcinomas (90-95%). Los factores de riesgo para
cancer gastrico incluyen fumar, dieta alta en sales, alto consumo de carne, infeccién por
Helicobacter pylori, entre otros 22. De acuerdo con la clasificacién de Lauren, se distinguen dos
tipos de adenocarcinomas: el de tipo intestinal, que es caracterizado por la formacion de
estructuras tipo glandula y esta asociada a factores de riesgo ambientales y dieta como alto
consumo de sal o infeccidn por Helicobacter pylori; y el de tipo difuso, que presenta una histologia
pobremente diferenciada y carece de estructuras glandulares, éstos pacientes son generalmente
mds jévenes, mujeres y tienen peor prondstico que los de tipo intestinal 3. La incidencia de cancer
gastrico es mayor en Asia, Latinoamérica y en el centro y este de Europa 23; tiene una incidencia

mayor en hombres que en mujeres 24,
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La disrupcién en la funcién de barrera y de permeabilidad de las uniones estrechas no sélo
se ha visto asociada con diversas condiciones pato-fisiolégicas como trastornos de los rifiones,
enfermedades inflamatorias del intestino, ictericia o diarrea, sino que ademads representa un
evento temprano en la tumorigénesis. En tejidos epiteliales, las uniones estrechas impiden el paso
de factores de crecimiento de la parte luminal hacia la region basal-lateral de los epitelios, donde
se encuentran receptores a esos factores de crecimiento. Cuando la integridad de esta “barrera”
se ve comprometida, puede haber un flujo desmedido de estos factores de crecimiento *°. De
esta manera, el decremento en la expresion de algunas claudinas es responsable de la disrupcion
de las uniones estrechas durante la tumorigénesis, y la pérdida de las uniones estrechas esta
asociada con neoplasia 2. Se ha visto, por ejemplo, en cdncer de mama, una disminucion en la
expresion a nivel de proteina y de mRNA de Claudina-2 2 y Claudina-1 2’ respecto a muestras de
tejido normal; En cdncer de proéstata, la pérdida en la expresion de Claudina-1y -7 correlacionaba
con tejidos poco diferenciados %2, mientras que en cancer de eséfago, la reduccidn en la expresion
de Claudina-7 se encontrd asociada con invasidn a vasos y nddulos linfaticos 2°. En cancer gastrico
se ha encontrado una expresion reducida de Claudina-11 en tejidos primarios, y en células
epiteliales normales en los que se silencia su expresién, se observa in incremento en su motilidad

e invasividad 39,

Sin embargo, la expresion de claudinas no siempre se ve disminuida. Se ha visto una sobre
expresion de las claudinas -1, -3 y -4 en tejidos de pacientes con cancer colorrectal comparado
con muestras de tejido normal 3!, por su parte, en melanomas se ha encontrado una sobre
expresion de Claudina-1 con una expresion aberrante en membrana, nucleo y citoplasma 32. Se
han propuesto algunos mecanismos para explicar como la sobre expresion de ciertas claudinas
podria contribuir a la tumorigénesis, sin embargo, aun no se han comprobado estos mecanismos:
ya sea que 1) su sobre expresién podria directamente alterar la estructura y funcién de las uniones
estrechas, 2) que al estar involucradas con algunas vias de sefializacidn, su sobre expresion
pudiera alterarlas o bien, 3) que aquellas claudinas sobre expresadas y deslocalizadas pudieran

funcionar como una molécula oncogénica *°.
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La expresion desregulada de claudinas ocurre de manera tejido, tumor y estadio especifico
33 y algunas de sus isoformas han resultado Utiles al ser propuestas como marcadores prondsticos
de sobrevivencia y recurrencia para ciertos tipos de cancer #. En cancer géstrico, se ha visto una
expresion incrementada de Claudina -3, -4 y -7 y una expresiéon a la baja de Claudina-18. La
expresion de Claudina-3 y -4, aunada a una pérdida en la expresion de Claudina-18, indica la
presencia de lesiones pre malignas, especialmente cuando las claudinas estdn localizadas en el
citoplasma, mientras que la expresién de Claudina-3 o la expresién a la baja de Claudina-18 se

han asociado con un pobre prondstico, especialmente en cancer gastrico de tipo intestinal 34.

2.3.1 Claudina-6y-9

El gen de Claudina-6 contiene 2 exones, su transcripcién da lugar a una isoforma de 220
aminodacidos con un peso molecular de 23.29 kDa. Claudina-6 regula la permeabilidad a sodio y
cloruro, y se expresa principalmente en células troncales embrionarias (en ratén), en células de
linaje epitelial durante el desarrollo embrionario y en tumores de células germinales. Su expresién
es muy baja o ausente en ratones adultos 3°. Claudina-6 junto con Claudina-9 y Claudina-13 se
expresan en el rifdn durante el desarrollo embrionario, mientras que en rifidn adulto se detecté
una baja expresion de Claudina-6 ¢, Durante la diferenciacion de células troncales de ratdn, las
células positivas a Cldn6 decrecian drasticamente, siendo claudina-6 un indicador sensible a la
diferenciacién temprana; su regulacion a la baja estaba acompafiada con una pérdida de las

caracteristicas pluripotentes 3’.

El gen de Claudina-9 contiene 1 exdén que da lugar a una proteina de 217 aminodcidos y
un peso molecular de 22.84 kDa. Se expresa en pulmén, glandula pituitaria, intestino, ojo y
cerebro 32, Claudina-9 se expresa en el oido y es requerido para la preservacién de células
sensoriales: las concentraciones perilinfaticas de potasio son altas y Claudina-9 es un regulador
del paso de sodio y potasio 3°. Su expresidn se ha visto involucrada en procesos de metdastasis:

subpoblaciones agresivas de carcinoma de pulmén capaces de metastatizar a higado fueron




Priscila Anhel Medrano Gonzdlez |10

aisladas de células poco metastasicas. Los perfiles de expresion de genes revelaron altos niveles

de Claudina-9 en aquellas con dicha capacidad metastasica “°.

En biopsias de pacientes con cancer gastrico se encontré la expresiéon de Claudina-6 en
muestras de tipo difuso e intestinal, mientras que la expresidn de Claudina-9 fue principalmente
en muestras de tipo intestinal; la expresidn de estas claudinas se encontrd principalmente en la
region citosdlica, y una expresién débil en la membrana. Una fuerte expresion de Claudina-9 se
encontré asociada con una mayor tasa de mortalidad en cancer gastrico de tipo intestinal 4. Al
sobre expresar Claudina-6, -7 y -9 en una linea celular (AGS), se incrementaba su potencial
invasivo; Claudina-6 y -9 incrementaban la migracién celular y su tasa de proliferacién, mientras
que la sobre expresién de Claudina-7 y -9 incrementaba la expresion endégena de Claudina-1 2.
Claudina-6 podria inducir la activacidon de metaloproteasa-2 (MMP-2) a través de la expresién de

Claudina-1 facilitando la migracién celular e invasividad 3.

2.4  Células Troncales de Cancer (CTC)

En la década de 1960 diversos experimentos en ratones demostraron la existencia de
precursores en la médula ésea que eran capaces de dar lugar a células de diferentes estirpes
hematopoyéticos. En ratones irradiados letalmente, en los que la médula ésea habia sido
erradicada completamente, se realizaron trasplantes de células de una poblacién muy pequefia
(representaba el 0.05% de células totales de la médula dsea) y eran capaces de reconstituir
permanentemente los diferentes linajes hematopoyéticos 4. Investigaciones posteriores llevaron
a la identificacién de una poblacién con esas caracteristicas que expresaban los marcadores
CD34+/CD38-/Lin- *>*¢. A principios de 1990 diversos estudios mostraron que, en varias formas
de leucemia mieloide aguda, las células capaces de implantarse en ratones inmunodeficientes
correspondian a una subpoblacién definida como CD34+/D38-, compartiendo asi marcadores de
superficie con células progenitoras normales; ademas, reconstituian la heterogeneidad fenotipica

observada en el donador original. Se demostréd que las poblaciones celulares malignas
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presentaban una organizacion jerarquica, similar al sistema de las células troncales #’.
Posteriormente, se observd en tumores soélidos el mismo fenédmeno: en cancer de mama se
identificd una poblacién CD44*/CD247°% que tiene la capacidad de mantener el crecimiento
tumoral cuando son trasplantados en ratones y de recrear la heterogeneidad fenotipica de los
tumores parentales %. A la fecha, las CTC han sido descritas en un amplio espectro de tumores
sélidos en diversos tejidos: pulmdn, colon, prdstata, ovario, cerebro, melanoma, estémago, entre

otros 49°0,

2.4.1 Caracteristicas

Las CTC son una clase de células de cancer pluripotentes que tienen un comportamiento
andlogo a las células troncales normales. Se han visto involucradas en procesos fundamentales
del desarrollo tumoral, proliferacién celular, diseminacion metastasica, recurrencia, asi como
resistencia a tratamientos con quimio y radioterapia 4. Debido a su capacidad de
autorrenovacion, son consideradas una poblacién inmortal >*. Las caracteristicas a continuacion

descritas permiten explicar sus diferentes papeles durante el inicio y desarrollo del tumor.

Las CTC presentan propiedades compartidas con las células troncales normales, como la
capacidad de autorrenovacidn, de dar lugar a células mas diferenciadas, tienen una alta expresién
de telomerasa, mayora capacidad de evasién de apoptosis y la habilidad de migrar generando en
muchos casos metastasis °2.Tienen, ademds, encendidas vias de sefializacion que son
comunmente activas en las células troncales normales: la via Wnt juega un rol importante en la
autorrenovacion y proliferacién de células troncales adultas y embrionarias; mutaciones en esta
via han sido identificadas en varios tipos de cancer y una excesiva activacion de esta via en células
troncales normales lleva a su transformacién en CTC. La via Notch es esencial en la proliferacién
celular y apoptosis durante el desarrollo; la activacién de Notch puede prevenir una proliferacion
excesiva de las células troncales normales y protegerlas de una transformacién maligna. Esta via

ha sido vista como un promotor de la transformacion durante la tumorigénesis en algunos tejidos




Priscila Anhel Medrano Gonzalez |12

mientras que actia como ihnibidor de estas caracteristicas en otros tejidos. Por su parte, la via
Hedgehog juega un papel importante en la autorrenovacién de una variedad de células troncales.
La sobre activacion de esta via ha sido implicada en procesos de carcinogénesis al promover la

sobrevida en multiples tipos de céncer °3.

En procesos de metastasis se considera a las CTC como las responsables de dicho proceso.
La habilidad de las células para migrar de un lugar a otro es un proceso critico durante el
desarrollo embrionario, la regeneracién de tejidos y la cicatrizacion de heridas **. La diseminacion
de células tumorales esta relacionada con este proceso, y ocurre a través de la transdiferenciacion
de células epiteliales en células mesenquimales conocido como Transicidn Epitelio Mesénquima
(TEM), en el cual ocurre la pérdida en la diferenciacidn epitelial, la adquisicion de un fenotipo
migratorio y la pérdida de adhesidn celular. La TEM confiere, en algunos casos, la habilidad para
degradar proteinas de la matriz extracelular facilitando un comportamiento invasivo. Ademas, las
células que sufren este proceso adquieren resistencia a la senescencia y apoptosis >°. Durante la
colonizacidn metastasica, las células deben ser capaces de iniciar un proceso en reversa y la

plasticidad de las CTC sugiere que son las responsables de este proceso °°.

Por otro lado, las CTC son resistentes a la radiacion ionizante y quimioterapia. La
resistencia a quimioterapia se debe a que poseen una respuesta eficiente al dafio al DNA, tienen
una tasa de replicacién lenta (algunos agentes quimicos tienen como blanco las células altamente
proliferativas) y poseen transportadores ABC que expulsan los farmacos de la célula y expresan
moléculas mediadoras como aldehido deshidrogenasa 1 (ALDH1) que confieren resistencia a

agentes quimioterapeuticos en células troncales normales °°.

2.4.2 Origen

Existen diferentes teorias acerca del origen de las CTC. Debido a la alta similitud con las

células troncales normales en cuanto a sus propiedades, fenotipo, funciones y marcadores de
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superficie, una teoria propone que esta poblacion se origina de células troncales o progenitoras
normales, las cuales adquieren la habilidad de generar tumores debido a mutaciones genéticas o
alteraciones en el microambiente. Una teoria alternativa sugiere que su origen radica en células
somaticas normales, los cuales adquieren caracteristicas de tipo troncal y un comportamiento

maligno a través de un proceso de transicién epitelio mesénquima °’.

2.4.3 |dentificacion de CTC

Para identificar estas poblaciones se han desarrollado diferentes métodos. El ensayo de
poblacion lateral, consiste en la identificacién de una poblacidn de células que expulsa el
colorante de Hoechst, mecanismo que se da a través de transportadores ABC, dichas células son
capaces de expulsar agentes quimioterapeuticos, resultando en resistencia a quimioterapia. Esta
técnica no requiere de marcadores especificos y puede aplicarse a diferentes tipos de tejidos; sin
embargo, debido a la baja especificidad, baja pureza de células aisladas y a la toxicidad del
colorante, el uso de esta técnica es muy limitado. Por su parte, la técnica de formacién de
esferoides consiste en cultivar células en medio libre de suero que contiene varios factores de
crecimiento como el factor de crecimiento epitelial (EGF) o el factor basico de crecimiento de
fibroblastos (bFGF), entre otros. Bajo estas condiciones, las células inmaduras crecen lentamente
y forman conglomerados no adherentes (esferoides) mientras que las células diferenciadas
mueren. La desventaja de esta técnica radica en la obtencion de una poblacidn heterogénea en

la que sélo una pequeiia fraccién de la poblacidon tiene habilidad de auto renovacion.

Un método mas comun para identificar a esta poblacidn es por la expresion de marcadores
de superficie. Las CTC usualmente expresan marcadores especificos, que, aunado a experimentos
posteriores, se comprueban las caracteristicas de estas poblaciones. ComUnmente un nimero
pequefio de células aisladas por algin marcador son inyectados en ratones inmunodeficientes
para corroborar su habilidad para formar tumores. Algunos ensayos incluyen el pasaje serial de

tumores en modelos animales. Estos ensayos in vivo son considerados fisiolégicamente
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relevantes ya que demuestra la habilidad de formar tumores, capacidad de autorrenovacién y de

dar lugar a una progenie heterogénea 8.

2.5 Marcadores de CTC gastrico

251 CD24

Es una proteina de superficie celular altamente glicosilada compuesta de una proteina
central pequeiia. Presenta patrones altamente variables de N- y O- glicosilaciéon dependientes del
contexto celular; asi, su peso molecular puede variar de 25 a 75 kDa. Estd unido a la membrana a
través de un anclaje de glucosil fosfatidil inositol (GPI) >° que es unida durante su procesamiento
en el reticulo endoplasmico °. EI cDNA de CD24, en humanos, estd compuesto por un marco
abierto de lectura corto de 0.24kb y una regidn larga 3’ UTR de 1.8kb, la cual se ha visto asociada
con una mayor estabilidad del RNA mensajero 1. Durante las modificaciones postraduccionales,
se remueven dos terceras partes de los aminoacidos originales, resultando en un péptido maduro

de 32 residuos °2.

En humanos, se encontrd una expresion diferencial de CD24 en diferentes estadios de
diferenciacidon de células B: en aquellas que se encuentran en la médula désea, habia una fuerte
expresion, mientras que en células B maduras se observé una expresién disminuida, perdiendo
su expresion en células plasmaticas y células B de memoria. Se expresa, ademas, en timocitos
CD4*CD8* donde se ha visto que juega un papel importante en la proliferacion; Durante el
desarrollo embrionario, se ha reportado su expresion en pancreas y sistema nervioso®. Se vio en
un estudio in vitro que células troncales pluripotentes humanas adquirian mayores niveles de
expresion de CD24 durante la diferenciacion neural, asi como en células troncales neurales
durante la diferenciacién a neuroblastos y neuronas °2. En células diferenciadas se ha visto su

expresion en células epiteliales y musculares. .
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Esta involucrada en vias de transduccidn de sefales a través de su interaccién con
proteinas asociadas, los cuales pueden interactuar con CD24 en la misma célula (cis) o células
adyacentes (trans)®2. CD24 recluta proteinas tirosina cinasas de la familia Src via balsas lipidicas,
el cual activa vias involucradas en el desarrollo de células By T, apoptosis, union celular y estallido
respiratorio de granulocitos . Por otro lado, hay una estrecha relacidn entre la expresion de
CD24 vy el factor kB nuclear (NF-kB) en el cual NF-kB regula la expresién de CD24 a la alta después
de dafio tisular, y posteriormente éste suprime la actividad de NF-kB, llevando a una dismunicién
en la expresidén de citocinas inflamatorias. CD24 también se ha visto involucrada en la via

Hedgehog al ser el promotor de CD24 un blanco de Glil, un componente de la via Sonic Hedgehog

62

Se ha reportado como marcador de CTC de pancreas, intestino, mama, sistema nervioso y
gastrico 364, Se ha visto una fuerte expresién de CD24 en meduloblastomas, neurocitomas y
neuroblastomas indiferenciados >°. En cancer de pancreas, células CD44*/CD24+ eran capaces de
generar tumores en ratones inmunodeficientes, tenian capacidad de autorrenovacién, daban
lugar a progenie diferenciada y generaban una morfologia similar al cancer primario del paciente.
Por su parte, en tumores del tracto gastrointestinal se ha observado una sobre expresién de CD24
en adenomas y adenocarcinomas de eséfago, estdmago e intestino grueso y delgado, respecto a
muestras de tejido normal ®. En cdncer gdstrico, CD24 estd involucrado en procesos de
proliferacion, migracion y quimio sensibilidad ©°, asi como a un incremento en la invasividad y un
peor prondstico % . En un estudio con lineas celulares de cancer géstrico, MKN45 y SGC7901, se
enriquecio la poblacion con fenotipo tipo troncal al crecerlas como esferoides en medio libre de
suero; las células derivadas de estos esferoides presentaban una mayor proporcién de células que
expresaban CD24 y CD44 respecto a las células parentales ¢, mientras que en otro estudio con la
linea celular AGS las células CD44*/CD24* presentaban propiedades tumorigénicas, de
autorrenovacion y eran capaces de dar lugar a progenie diferenciada al inyectarlas en ratones
inmunodeficientes, ademads de incrementar la expresidn de vias de sefializacién Sonic Hedhehog,
patched 1y GLI13, componentes de la via Sonic Hedgehog (SHH), importante en la regulacion de

la autorrenovacion de células troncales de diferentes tipos de cancer 8,
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CD24 tiene un rol importante en la proliferacion y diferenciacién celular, los cuales podrian
contribuir en procesos de carcinogénesis. Se une de manera especifica a P-selectina, que se
expresa principalmente en plaguetas y endotelio, proporcionando a la célula la capacidad de

desplazarse y atravesar el endotelio vascular .

2.5.2 CD44

La familia de proteinas CD44 son una clase de glucoproteinas transmembranales
involucradas en la adhesién celular y la transduccién de sefiales. Posee 3 dominios: un dominio
citoplasmico de 70 aminoacidos, un dominio transmembranal de 23 aminoacidos y un dominio
extracelular que incluye un tallo de 44 aminodcidos, una regidn variable mayor a 381 aminoacidos
y una region globular N-terminal con 224 aminoacidos. La familia de CD44 consiste en mds de 20
diferentes isoformas con un peso molecular de 80- 200 kDa °. El gen de CD44 consiste en 20
exones y 19 intrones; 10 de estos exones son expresados en todas las isoformas (exones
constantes), mientras que los 10 exones centrales son variables y sufren splicing alternativo
formando diferentes versiones de la proteina en la regién del tallo, dando lugar a las isoformas
variables de CD44 (CD44v). La isoforma estandar (CD44s) de la proteina es la mas pequeia y
contiene sdélo los 10 exones constantes, y se encuentra expresada en la mayoria de las células de
vertebrados; en humanos se expresa en leucocitos, fibroblastos, células epiteliales,
queratinocitos, células mesenquimales, hepatocitos y algunas células endoteliales’, mientras que
las isoformas variables son expresadas en algunas células y bajo condiciones especificas,
principalmente en diferentes tipos de canceres en etapas avanzadas. La introduccién de nuevos
exones en las isoformas variables modula la afinidad de unidon a sus ligandos, como el acido
hialurénico, al inducir cambios conformacionales o permitir a las isoformas tener una nueva
funcién como correceptor al generar nuevos sitios de uniodn para algunos factores de crecimiento,

receptores, entre otros 7°.
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El dominio intracelular de CD44 juega un papel importante en la transduccién de senales
ya que contiene una sefal de localizacidon nuclear que puede ser cortada de la membrana y
translocarse al nucleo regulando la expresiéon de genes blanco como CD44, ciclina D1, MMP-9,
HIF-2a, c-myc y twistl. La unién de proteinas del citoesqueleto ankirina y ERM (ezrina, radixina,
moesina) al tallo citoplasmico de CD44 involucra a CD44 en el remodelamiento del citoesqueleto
de actina con funciones involucradas en la regulacién de la TEM, a la motilidad y la migracién

celular 79,

CD44 sufre de modificaciones post-traduccionales, incluyendo N- y O- glicosilacidn,
fosforilacién, sulfatacién y corte de dominio 7°. Los exones variantes pueden introducir nuevos
sitios de glucosilacion: el exén v3 contiene un motivo Ser-Gly-Ser-Gly que da lugar a
modificaciones por condroitin sulfato y hepardn sulfato 71. Cambios en la glucosilacion de CD44,
lainsercidon de exones variantes, su agrupamiento en la membranay la modulacién por el dominio
citoplasmico pueden determinar la forma activa o inactiva de CD44. CD44 modificado por
condroitin sulfato se une a otros componentes de la matriz extracelular como colageno y
fibronectina; modificaciones por heparan sulfato de CD44 con el exdn variante 3 se une a factores

de crecimiento de unién a heparan 7%,

La unién de CD44 con el acido hialurdnico juega un papel importante en los mecanismos
de migracidn dirigida o homing en la localizacion de células troncales en sitios especificos. En un
modelo de ratdn con dano renal, las células troncales mesenquimales que se le inyectaron fueron
reclutadas al rindn dafiado. Dicho reclutamiento era bloqueado al afiadir un anticuerpo
competitivo de CD44 72, ademas, puede modular la secrecidn y activacion de MMP-2 73, lo cual lo

convierte en una molécula implicada en procesos de migracién.

CD44 es un marcador ampliamente reportado de CTC de diferentes tipos de tejido
(intestino, mama, cabeza, cuello, pancreas ovario y gastrico) 84. En cdncer géstrico se han visto las
propiedades tipo troncales en células que expresan dicho marcador: en un estudio con lineas

celulares de cancer gastrico (MKN-45, MKN-74 y NCI-N87) la subpoblacién CD44* era capaz de




Priscila Anhel Medrano Gonzdlez |18

formar esferoides en medio libre de suero, tenia habilidad tumorigénica cuando eran inyectados
en ratones inmunodeficientes y la habilidad para dar lugar a progenie CD44 74, También ha
mostrado incrementar la resistencia a farmacos: células CD44* de 3 lineas celulares diferentes de
cancer gastrico (AGS, MKN-45 y NCI-N87) mostraron mayor resistencia a 5-fluorouracil y
cicplatino respecto a células que no expresaban dicho marcador; ademas, incrementaba su

capacidad migratoria de invasién y crecimiento independiente de anclaje 7.

El papel de CD44 en promover metastasis e invasidon celular recae en su rol nativo en
motilidad, activacién y adhesién celular. Ademas, se ha visto una correlacion en la expresion de
CD44 con un pobre prondstico y pobre respuesta al tratamiento en cdncer gastrico,

condrosarcoma, cancer de mama y hepatoblastoma ©°.

2.53 DCLK1

DCLK1 o Cinasa 1 tipo doblecortina, contiene un dominio N-terminal de unién a
microtubulos tipo doblecortina, una proteina implicada en la migracién a través del sistema
nervioso central y periférico de neuronas durante el desarrollo embrionario 7%, y un dominio C-
terminal serina/treonina cinasa. Entre estos dos dominios hay una regidn rica en serina/prolina
en la cual se cree que pueden unirse otras proteinas’’. Contiene al menos 4 variantes por splicing.

Su sobre expresion estimula la elongacién de microtubulos independiente de su funcidn de cinasa

78

Se expresa en neuronas postmitéticas, células de la glia radial, precursores neuronales,
estdmago, intestino y pancreas 7°. Fue inicialmente propuesto como marcador quiescente de
células troncales gastrointestinales, sin embargo, la mayoria de las células DCLK1+ en el intestino
no corresponden a células troncales, sino a células en penacho de larga vida, quiescentes y que
regulan y contribuyen al nicho de células troncales ’8. Posteriormente, se demostré que DCLK1

no corresponde a un marcador de células troncales intestinales, pero si de CTC de intestino &. En
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cancer gastrico, DCLK1 se expresa durante el desarrollo embrionario en la regidn del cuerpo y
antro; asi como en tejido dafiado del estémago, regeneracién y metaplasia 8. En un modelo
murino en el que se formaban tumores por la eliminacion del gen Smad3 (Smad37°), se observé
una prominente expansion de las células positivas a DCLK1 y no expresaban marcadores
asociados con linajes diferenciados 8. La sobre expresién de DCLK1 en muestras de pacientes se

vio correlacionada con el estadio e invasion linfovascular 3.

254 Villin

Es una proteina de 95 kDa miembro de la super familia de gelsolina, los cuales regulan la
longitud de los filamentos de actina al cortar filamentos y/o cubriendo los extremos 84, Villin
puede polimerizar y despolimerizar los filamentos de actina por su actividad de cortar, nuclear,
empaquetar y terminar la elongacion (capping) de los filamentos de actina. Su unién a actina es
dependiente de calcio y puede unirse por dos sitios: uno en la regién central (corresponde a un
dominio conservado con gelsolina) y un segundo sitio en su dominio C- terminal. La funcién de
Villin estd controlada por modificaciones post-traduccionales: la funcién de capping es regulada
por calcio (incrementandolo) y fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) (disminuyéndolo); la
nucleacidn de actina es inhibida por la fosforilacién de tirosinas, mientras que el calcio promueve
la nucleacién de filamentos de actina; El corte por parte de Villin es potencializado por la
fosforilacidon de tirosinas de Villin y es inhibido por la asociacion de Villin con PIP;. La funcién de
empaqguetamiento es potencializado por la unidon de VVillin con PIP, pero es inhibido por la

fosforilacion de Villin 8.

Es expresada a altos niveles en el epitelio intestinal, saco vitelino y tubulos proximales de
rifon y a bajos niveles en el antro del estdmago murino embrionario antes del dia 16.5 para ser
subsecuentemente silenciado 7’. Durante el desarrollo embrionario, Villin se asocia con la
superficie apical de células epiteliales antes de que el citoesqueleto de actina se haya establecido,

lo cual sugiere que su distribucién no depende en su totalidad por la densidad de microfilamentos
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de actina #. La superficie apical de las células epiteliales posee una morfologia caracteristica
consistiendo en microvellosidades, sitios en los cuales los filamentos de actina tienen una
localizacion predominante, y con ello las proteinas que regulan su polimerizacién. Villin ha sido
implicado en diversas funciones: morfologia celular, transduccidon de seiiales, TEM, invasidn

celular y apoptosis .

Fue el primer biomarcador de células troncales gastricas, de larga vida y capaces de
regenerar células de diferentes linajes del epitelio gastrico & cuyas células estan enriquecidas en
la curvatura menor del antro 8. En un modelo murino al que se elimind la expresion de KlIf4, el
cual juega un papel importante en la reprogramacion de células diferenciadas a células troncales
pluripotentes inducidas, llevaba a hipertrofia y posteriormente a adenomas gdstricos a la semana
80 en células con el promotor de Villin activo 2. En muestras de tejido de pacientes con cancer
gastrico avanzado se observé una fuerte expresién de Villin de las muestras de tipo intestinal, con
distribucién en las microvellosidades, mientras que la expresién de Villin en carcinomas de tipo
difuso el porcentaje varié de 10% a 100% y podian pero no necesariamente expresarse en las
microvellosidades 8. En otro estudio, se observé una fuerte expresion de Villin en las criptas
metapldsicas en la mucosa del antro que exhibian metaplasia intestinal mientras que el tejido
adyacente no metapldsico revelaba una tincién apical mas tenue. No se observd expresion de

Villin en la regién del cuerpo del estémago #°.

Se han reportado dos casos de metastasis para células de cancer gastrico positivas a Villin:
metastasis cutanea después de 15 afios de haberse realizado gastrectomia de un adenocarcinoma
gastrico avanzado. La examinacién histopatoldgica reveldé células de adenocarcinoma poco
diferenciadas y positivas a Villin °°; células de adenocarcinoma gastrico que metastatizaron a la
mama derecha, la biopsia mostrd células positivas a Villin y otros marcadores. Su expresion puede

ser Util para identificar células que metastatizan de adenocarcinoma de estémago 2.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cambio en los patrones de expresidn y localizacion de las claudinas se ha visto en
diferentes tipos de cancer 193334 En cdncer de mama, la desregulacion de Claudinas-3, -4 y -7
enriquece las caracteristicas de tipo “stem” y de transicion epitelio mesénquima (TEM) °2. Por
otro lado, en trabajos sobre cancer gastrico, se detectd una sobre expresion de claudinas-6, -7 y
-9 en biopsias de tipo difuso e intestinal, principalmente en la regién citosdlica®!, mientras que en
un estudio in vitro, la linea celular de adenocarcinoma gastrico, AGS, incrementd su potencial
invasivo, migratorio y su tasa de proliferacion al sobre expresar dichas claudinas #2. Claudina-9 se
expresa en el rifidon neonatal de ratén y su expresidon en la edad adulta es nulo o muy bajo 38,
mientras que claudina-6 es sobre expresada en células troncales y participa en la formacion del
epitelio en embriones de ratén, pudiendo estar relacionada con procesos de desdiferenciacion es
decir, procesos de desarrollo inverso en el que las células diferenciadas terminales con funciones
especializadas regresan a una fase menos diferenciada dentro de su propio linaje celular °3. Por
ello, es de interés investigar si la sobre expresién de Claudina-6 y -9 estan implicados en la

adquisicion de un fenotipo troncal.

4. JUSTIFICACION

A pesar de que ya se han identificado algunos marcadores de CTC gastrico como CD44,
CD24, Villin o DCLK1 6877 poco se sabe sobre el efecto que tiene la sobre expresién de ciertas
claudinas involucradas en la expresidn de dichos marcadores y la adquisicion de un fenotipo
desdiferenciado con la formacién y regulacién de CTC. Dados los efectos que tiene su expresion
en células de cancer gastrico, Claudina-6 y -9 podrian contribuir al enriquecimiento de CTC,
pudiéndose establecer asi las bases para un diagndstico temprano y proponer nuevas terapias

contra el cancer.
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5. HIPOTESIS

La sobre expresion de Cldn -6 6 -9 modificara la expresiéon de marcadores de CTC en la

linea celular de adenocarcinoma gastrico (AGS).

6. OBJETIVO

+» Demostrar que la sobre expresion de Claudinas —6 y —9 induce un incremento en la

expresion de marcadores de CTC.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Clonar la secuencia de Claudina-6 y -9 en el vector pmaxGFP
2.-Transfectar células AGS con los vectores recombinantes que contienen la secuencia de
Claudina-6 ¢ Claudina-9

3.- Evaluar la expresion de CD44, CD24, Villin y DCLK1 en células sin transfectar y transfectadas
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Clonacién

7.1.1 Amplificacién de la secuencia de Claudina-6 y -9 por PCR

Para obtener la secuencia de Claudina-6 y -9, se partié de un constructo previamente
realizado con el vector pcDNA3.1/ NT-GFP-TOPO (Invitrogen). Para aislar el plasmido, se realizd
un miniprep de diferentes gliceroles de Escherichia coli, cepa DH5a, que contenian el vector. Se
mantuvieron en cultivo toda la noche en medio LB suplementado con ampicilina a una
concentracién de 70ug/mL, y se corroboré por PCR la presencia del inserto. Para la amplificacion,
se utilizaron las siguientes parejas de cebadores para Claudina-6: forward 5’
CTCGAATGGCCTCTGCCGGAATGCA 3’ y reverse 5 TCAGACGTAATTCTTGGTAGGGT 3’; y los
siguientes cebadores para Claudina-9: forward 5° CTCGAATGGCTTCGACCGGCTTAGA 3’ y reverse
5" TCACACGTAGTCCCTCTTGTCCA 3’ (Integrated DNA Technologies). Para establecer la
temperatura de alineamiento, se realizé un gradiente con las siguientes temperaturas: 59, 61, 63,
65 y 67°C. Asi, las condiciones de la reaccién fueron: 3 minutos de desnaturalizacién a 95°C, 35
segundos a 95°C, 35 segundos a 63°C y 45 segundos a 72°C por 35 ciclos; como extensién final se
establecié un minuto a 72°C. La reaccidn se realizé en volumen de 25 pulL con la enzima kapa taq
(Kapa Biosystems). Los productos resultantes se corrieron en un gel de agarosa al 0.8% a 50 mA
para la visualizacidn de la banda esperada (668pb de Cldn-6 y 659pb de Cldn-9). Posteriormente,

se purificaron los productos de PCR.

7.1.2 Ligacion de los productos amplificados por PCR

El constructo se realizé en el vector pmaxGFP (amaxa) el cual se digirié con la enzima
Eco53KI (New England Biolabs) por 2 horas, posteriormente se desfosforilé el vector con la enzima
fosfatasa alcalina CIP (New England Biolabs) para evitar su recircularizacién. Posteriormente, se

eliminaron los nucleétidos excedentes, producto de la actividad extendasa de la polimerasa,
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(polishing) con la enzima T4 DNA polimerasa (New England Biolabs). Para la ligacidn, se realizé la
reaccién en 10uL con la enzima T3 ligasa (New England Biolabs) por 2 horas de acuerdo con las
indicaciones del fabricante, en un radio 1:3 (100ng vector: 57.8ng inserto) segun la siguiente

férmula:

(ng vector )(Kb tamaiio del inserto ) ~ inserto ]
X radlom = ng del inserto

Kb tamaifio inserto

Los productos de PCR y todas las reacciones con enzimas se purificaron con el kit kit
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Todos los geles de agarosa se corrieron en
buffer TAE 1X y se cargaron 5uL de los productos de PCR. Se utilizé el marcador de peso molecular
1 Kb Plus DNA Ladder (invitrogen) y el buffer de carga Blue/orange Loading Dye 6X (Promega). Las
electroforesis se realizaron a 50 mA (miliamperios) por 1.3 horas, después se tifieron los geles en

una solucion de bromuro de etidio (5ng/mL) para observarlos bajo luz UV.

7.1.3 Transformacién de la cepa DH5a

La cepa de Escherichia coli DH5a se usé para la clonacidon del vector recombinate. Se
utilizaron 5uL de la reaccidn de ligacidon en 50uL de la solucidn de bacterias competentes. La
transformacion se realizé por choque de térmico: se colocaron 30 minutos en hielo, 90 segundos
a42°Cy 5 minutos en hielo; para la recuperacién se les afadié 1mL de medio LB y se incubaron 1
hora a 37°C. Posteriormente, se plaquearon las bacterias en medio LB agar suplementado con
kanamicina a una concentracién de 50ug/mL y se dejaron crecer toda la noche a 37°C. A las
colonias que crecieron tanto para claudina-6 como para claudina-9 se les realizé un PCR de
colonias para corroborar la presencia del inserto. Las colonias seleccionadas se crecieron en
medio LB para la posterior purificacién de los pldsmidos por midiprep. Se corroboré que el inserto
estuviera en sentido por restriccion de la enzima Pstl (New England Biolabs) digiriéndose 1ug del

plasmido con 20 unidades de enzima por 2.5 horas a 37°C. Los plasmidos recombinantes se
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mandaron a secuenciar al Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. El resto del vector se utilizd para

la transfeccion.

Para el cultivo de bacterias, se crecieron en medio LB (Affymetrix) toda la noche a 37°Cy
a 250 rpm. Para obtener colonias aisladas, se prepararon cajas Petri con 10 mL de LB agar
(Affymetrix). Los gliceroles se prepararon centrifugando el cultivo a 4000 rpm por 20 minutos y
posteriormente resuspendiendo la pastilla en medio LB con glicerol al 30% y se almacenaron a -
70 ° C para su posterior utilizacién. El midi prep se realizd con el kit Wizard Plus Midipreps DNA
purification System (Promega) y la cuantificacion de DNA se realizé en el equipo Nanodrop 2000

(ThermoFisher) a 260 nm.

7.1.4 PCR de colonias

Para corroborar la presencia del inserto, se picaron y lisaron algunas colonias. Para ello,
se tomo colonias al azar y se disolvié en 100uL de agua estéril. Se mantuvo a 95°C por 10 min y se

centrifuda a 14000rpm por 5 min. El DNA se encuentra en el sobrenadante del tubo.

7.2 Transfeccion

7.2.1 Cultivo de la linea celular AGS

La linea celular de adenocarcinoma gastrico AGS se mantuvo en cultivo con medio DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Biowest), 2mM de L-glutamina (Biowest), 100 U/mL
de penicilina-estreptomicina (Biowest), y 2mM de piruvato de sodio (Corning). Los cultivos se
incubaron a 37°C, 5% CO,. El mantenimiento se realizd cambiando de medio cada 2 dias y lavando

con PBS antes de colocar medio nuevo.
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7.2.2 Transfeccién con lipofectamina

Antes de la transfeccion, se realizé una curva de geneticina en el cultivo de células AGS: se
mantuvieron en cultivo a una confluencia del 90% con medio DMEM vy geneticina a diferentes
concentraciones (400, 500, 600, 700, 800 y 900 ug/mL) por 10 dias y se determind la
concentracion éptima para la seleccidn de células transfectadas. Para realizar una transfeccion
estable, se digirid el vector con la enzima Aflll (new england) por 19 horas y se corrobord la
completa linealizacidon del vector por gel. El cultivo se realizé6 en placas de 6 pozos con una
confluencia del 90% (4.5x10° células por pozo), se lavd dos veces con PBS y se adicioné medio
Opti-MEM (GIBCQ). Posteriormente, para la formacién de los liposomas, se utilizaron 5 uL de
lipofectamina 2000 (Invitrogen) y 2.5ug de DNA por pozo; se incubd el cultivo con los liposomas
6 horas para después retirar el medio de transfeccidn y afiadir medio DMEM suplementado. Se
mantuvo el cultivo cambiando de medio cada 2 dias sin lavados de PBS y adicionando geneticina
a una concentracién final de 500ug/uL tres dias después de la transfeccion. Una curva de
geneticina previamente realizada determind que son requeridos 10 dias con antibidtico de

seleccidn para eliminar las células no resistentes.

7.3 Citometria de flujo

7.3.1 Separacioén celular activada por fluorescencia (FACS)

Dado que no todas las células transfectadas expresaban GFP, se separaron por sorting
celular aquellas positivas a esta fluorescencia en el equipo FACSAria (BD Biosciences). Los cultivos
se mantuvieron 10 dias en condiciones normales (DMEM suplementado con geneticina) antes de
realizar el siguiente sorting. Para los cultivos transfectados para sobre expresar Cldn-6 y -9, se
realizd posteriormente un sorting en placa de 96 pozos, sembrando una célula por pozo, para

obtener asi diferentes clonas. Se selecciond la clona con mayor expresion de GFP.
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7.3.2 Adquisicién de datos

Las células se cultivaron en cajas p100, se lavaron dos veces con PBS y se despegaron
incubando 5 minutos con PBS + EDTA. La suspensidén celular se centrifugd 5 minutos a 1500 rpm
y se resuspendiod en buffer de citometria. Se incubaron 4x10° células con los anticuerpos CD24
Alexa Fluor 405 (Novus Biologicals, 1:200), CD44 Alexa Fluor 594 (Biolegend, 1:200) y los isotipos
IgG2bk Alexa Fluor 405 (Novus Biologicals, 1:200) e 1gG2bk Alexa Fluor 594 (Biolegend 1:400),
todos anticuerpos de rata, por 30 minutos para marcar epitopos de las moléculas de superficie
celular y sus respectivos controles de pegado inespecifico. Posteriormente, se fijaron y
permeabilizaron las células usando la solucién Cytofix/Cytoperm y Permwash (BD biosciences),
respectivamente, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se incubaron
las células por 50 minutos con los siguientes anticuerpos: DCLK1 APC (LifeSpan BioSciences, 1:50),
Villin PE (LifeSpan BioSciences, 1:100), cabra anti Claudina-6 (Santa Cruz, 1:100), cabra anti
Claudina-9 (Santa Cruz, 1:100) y los isotipos de conejo: IgG-APC (R&D Systems, 1:800) e I1gG-PE
(Novus Biologicals, 1:4000). Para detectar la expresién de Cldn-6 y -9, se incubd 30 min con el
anticuerpo secundario anti- cabra Alexa Fluor 594 (1:400). Todas las marcas se incubaron a 4°C

en oscuridad.

Para los controles de compensacion, se utilizd el kit AbC Total Antibody Compensation
Bead (Thermo Fisher Scientific) incubando 10 pL de la solucién de perlas de compensacién y 90uL
de buffer de citometria con las siguientes cantidades de anticuerpo: 0.2uL CD44 Alexa Fluor 594
(Biolegend), 0.2uL Villin PE (LifeSpan BioSciences) y 0.3uL DCLK1 APC (LifeSpan BioSciences) por
20 minutos a temperatura ambiente y cubiertos de la luz. La sefial de GFP y CD24 se compensd

con una solucidén de células positivas y negativas a dichas moléculas.

La intensidad de fluorescencia fue determinada por el equipo Attune Nxt (Thermo Fisher

Scientific) y el analisis de los datos se realizé con el programa FlowJo.
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7.4 Microscopia de fluorescencia

Para saber la localizacion y patrones de expresion de GFP en las células transfectadas, las células
sobrantes que se procesaron para citometria se fijaron en laminillas. Para ello, las células en
suspensidn se incubaron 20 min a 4°C con DAPI (Sigma-Aldrich, 1ug/mL) y se realizaron dos
lavados con buffer de citometria. Posteriormente, se realizé cytospin centrifugando a 700 rpm, 5
min a 4°C con portaobjetos. Se les afiadié 10uL de solucion de montaje (Dako) por laminilla y se
visualizaron en el microscopio confocal (Nikon, Tokyo, Japan) usando una longitud de excitacidon

de 488 nm.

7.5 Andlisis estadistico

Se realizd una prueba de ANOVA de una via para evaluar si existian diferencias
significativas entre las intensidades medias de fluorescencia de los grupos experimentales: AGS-
WT, AGS-GFP, AGS-CLDN6 y AGS-CLDN9. Posteriormente se realizé la prueba de comparacion
multiple de Dunnet para evaluar el cambio entre las transfectantes respecto al control de
transfeccion y la linea wild type. Se considerd un cambio significativo a aquellos valores que

obtenian un valor de p<0.5.
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8. RESULTADOS

8.1 Clonacién de Cldn-6 y Cldn-9 en el vector pmaxGFP

Para la clonacion en el vector pmaxGFP se utilizé la enzima Eco53KI, que corta los
ultimos 8 nucledtidos de la secuencia de GFP (Figura 3 ay b). Para reconstituir los nucledtidos
cortados, se utilizaron primers que contenian esta secuencia, cambiando el codén de paro por

uno de inicio (Fig 3c).

Para obtener los insertos, se buscé en diferentes gliceroles de bacterias transformadas
con el vector pCDNA 3.1, la presencia de las secuencias de Cldn-6 y Cldn-9. Para ello se
mantuvieron en cultivo en medio LB (suplementado con 70 pg/mL de ampicilina) toda la noche a
37°C, y se aislaron los plasmidos por miniprep. Una vez purificados, se pudo realizar un PCR para
cada una de estas muestras, utilizando para cada caso primers de Claudina-6 y de Claudina-9 en
reacciones separadas. Esto, para corroborar la amplificacion especifica de dichos primers, debido
a la alta similitud que hay entre estas claudinas. Los productos de PCR esperados para Claudina-
6y -9 son de 668 y 659 pb, respectivamente. La electroforesis (Figura 4) muestra las 8 muestras
en las que se buscaron los insertos a clonar: las primeras 4 muestras en ambos geles corresponden
a muestras que deben contener la secuencia de Claudina-9, las siguientes 4 muestras deben
contener la secuencia de Claudina-6. Los templados que se consideraron para amplificar el inserto

de Claudina-6 y Claudina-9 son los carriles 6 y 5, respectivamente.

Debido a que se obtenian dos bandas como productos de PCR, se determind la
temperatura de alineamiento dptima probando 5 temperaturas diferentes (59, 61, 63,65y 67°C).

La temperatura 6ptima para ambos templados fue de 63°C (Figura 5).

Para la ligacion, una vez que el vector se digirié con la enzima Eco53KI (Figura 6a), se
eliminaron los grupos fosfato de los extremos del vector con la enzima fosfatasa alcalina CIP (New
England Biolabs), el cual remueve los grupos fosfato en el extremo 5’. Debido a la ausencia de
este grupo fosfato, la ligasa no puede catalizar un enlace fosfodiéster con el grupo OH del extremo
3’, evitando asi la recircularizaciéon del vector y con ello reduciendo la posibilidad de obtener

colonias con el plasmido no recombinado.
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Figura 3. Sitio de corte del vector pmaxGFP y reconstitucion de la secuencia de GFP en los primers.

a) La digestion del vector por la enzima Eco53KI resulta en un corte de la secuencia de GFP, b) generando
extremos romos en el vector. C) El disefio de los primers permite reconstituir este fragmento (linea roja)
tanto para la amplificacion de Cldn-6 (derecha) como de Cldn-9 (izquierda). La linea azul muestra el cambio
de coddn de paro por uno de inicio. Los sitios de corte del vector se analizaron con SnapGene.
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Por otro lado, la enzima Tag DNA polimerasa puede tener actividad extendasa, que
consiste en la adicién de un nucledtido en el extremo 3’ del polinucleétido amplificado °4, por lo
que los productos de PCR pueden contener extremos protuberantes en dicho extremo. Esta
adicion puede ser un factor critico que determine la eficiencia de la clonacién de los insertos en
el vector . Por ello, para “quitar” o “pulir” estos extremos protuberantes 3’, se utilizd la enzima
T4 DNA polimerasa que tiene actividad 3’-5’ exonucleasa. La integridad del vector y de los insertos

se corrobord al correr las muestras en un gel de agarosa (Figura 6).

a) 123456 7 8 9 10 b) 1 2 345678910
650 pb

650 pb 500 pb

500 pb

300 pb 300 pb

Figura 4. PCR de bacterias que contenian las secuencias de Cldn-6 y Cldn-9. Se tomaron 9 muestras de
bacterias conservadas en glicerol (carriles 2-10) para seleccionar aquellos que contienen la secuencia de
Cldn-6 y Cldn-9. Las reacciones se realizaron con primers de Cldn-6 (inciso a) y con primers de Cldn-9 (inciso
b). Carriles 2-5 contienen templados de Cldn-9, carriles 6-9 contienen templados de Cldn-6 y el carril 10
contiene el vector pcDNA sin inserto como control negativo.

Cldn-6 Cldn-9
59 61 63 65 67 59 61 63 65 67

650 pb
500 pb

Figura 5. Determinacion de la TM dptima de los primers. 5 temperaturas de alineamiento fueron
probadas para cada templado. La temperatura se muestra en grados Celsius.

Una vez realizada la ligacidn, se transformaron bacterias competentes por choque
térmico y se plaquearon en medio LB con kanamicina. Se obtuvieron multiples colonias para el

vector pmaxGFP Cldn9 y sélo una colonia para el vector pmaxGFP Cldn6 (Figura 7).
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Figura 6. Integridad del vector e insertos para la clonacion de los vectores pmaxGFP Cldn6 y pmax
Cldn9. a) Vector pmaxGFP digerido y desfosforilado; y b) productos de PCR después de ser pulidos.

Figura 7. Colonias obtenidas después de la transformacion. a) Se obtuvo una colonia transformando con
el vector pmax cldn6 y b) se obtuvieron mdultiples colonias con el vector pmax cldn9
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8.2 Presencia del inserto y validacién del sentido de Cldn-6y -9

Para validar la presencia de los insertos, se realizé PCR a la Unica colonia que crecid para
Cldn-6 y se seleccionaron 10 colonias para Cldn-9, en las cuales se encontré que todas contenian
sus respectivos insertos (Figura 8). Para corroborar que las secuencias se insertaron en sentido
correcto, se realizd una digestidn con la enzima Pstl que hace un corte en el vector, separando
los ultimos 127 nucledtidos de la secuencia de GFP, y un corte en la secuencia de Claudina-6y -9,
en el nucledtido 233 (Figura 9) por lo que el peso esperado del fragmento mas pequeiio es de 360
pb para ambos vectores (pmaxGFP Cldn6 y pmaxGFP CIn9). Si las secuencias de las claudinas se
insertaron en el sentido opuesto, el peso de dicho fragmento seria de 557 y 548pb (claudina-6 y
-9, respectivamente). En el caso de la colonia de Claudina-6, la banda corresponde al patrén

esperado, mientras que de las 5 colonias a las que se les realizé la prueba de restriccidn, 3 de ellas

presentaron dicho patron (Figura 10).

L? [(o)e)}
a) £ b) s
O Eg
£ < < <x<
5 % 2% Colonias Cldn-9 = ZZ
S & 8 288
O o o 1234567 89108 8o
650 pb 650 pb

Figura 8. Presencia del inserto en las colonias seleccionadas. a) La tnica colonia del inserto de Cldn6é
contenia dicha secuencia, b) las 10 colonias seleccionadas del inserto de Cldn-9 contenian la secuencia.
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Figura 9. Sitios de corte de la enzima Pstl. a) Pstl corta al vector en el nucleétido 1566, los ultimos
127 nucledtidos de la secuencia de GFP b) El corte en las secuencias de Claudina-6 y -9 se realiza en el
nucledtido 233 para ambos casos. Los sitios de corte para las claudinas se consultaron en NEB cutter

(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).
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Figura 10. Verificacion del sentido del inserto por ensayos de restriccion. La digestion por la enzima Pstl
de los vectores recombinantes libera dos fragmentos de los cuales, uno de ellos debe tener un peso de
360pb para los vectores de Claudina-6 y -9 a) La unica colonia de Claudina-6 presenta el fragmento
esperado, por lo que el inserto se encuentra en sentido correcto b) de las 10 colonias de Claudina-9 a las
que se corrobord la presencia del inserto, se seleccionaron 5 al azar para corroborar el sentido. 3 de ellos
presentaron el fragmento esperado (colonias 2,4y 7).

Se mandaron a secuenciar los vectores recombinantes para verificar el sentido y la
integridad de la secuencia de las claudinas. Las colonias seleccionadas para la secuenciacién
fueron la colonia 1 para Claudina-6 y la colonia 2 para Claudina-9. Para corroborar la integridad
de las secuencias de las claudinas, se realizd un alineamiento en la plataforma BLAST de NCBI, en
la que fue posible corroborar la presencia de una mutacién (Figura 11). El inserto de Claudina-6
presentd un cambio de nucledtido en el coddn 33, cambiando de ACC a ACT; sin embargo,
corresponde a una mutacién sinénima en la que el cambio codifica de igual manera treonina. Este
cambio corresponde, ademas, a un polimorfismo reportado en la base de datos de SNPs de NCBI,
por lo que dicha mutacién no cambiaria el funcionamiento de la claudina. Por su parte, el inserto

de Claudina-9 no presenté mutacion alguna.
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Score Expect Identities Gaps Strand

a) 1142 bits{&618) 0.0 620,/62 1{99%) O/621(0%) Plus/Minus
Features: claudin-6 precursor
Query 1 TECTGCCEGCTEGEETCAATCEGCCTGCETCTCCTETGCCCTGCCCATGCTCEGAAGEST &0
coooe 3065855 bl d b LU L L L L L L T LT A L LT LT
Query &1 TCATCCGCAM AGCGCATCOTGCGCTGCCCCCACCTCGCTCTCCECACGCCCTETCGATGETCCTGCG 120
coooe 3065793 Aol AL LT L LT LTI TIIT S ogsasa
Query 121 TEETGCCAGAGCACCCCCCAGCGATGCCACTCGCAACGCTETACCACTCACTGCGCTGECEGCTECCAC 180
coooe 3065733 el el Ll LI L LU S L L L L LU UL L TLTTL Soesene
Query 181 AGCGACCTGCAGCGCTGCACCTGCGCCCTCTGCTGTCATCGCCCTCCTTECTGEGCCCTEGTTCGGCT 240
coooe 3065675 AdAddbd LI LI LT L LT L LU LU ST LT LTI S ogsene
Query 241 TECTGCETCTACCTTGCTOEGEECCCAACTCTACCACCTCETECTGCGGAGCGAGAAGCATTCCARACS 300
cooee 3065613 bl L L d LI L LT LT LT LI ogssse
Query 301 CCCCECCTGETGCTCACCTCTEGEGATTGTC TTTGTCATCTCAGGOETCCTGACGCTAATCC 360
coooe 3065553 ebellbd LR AL LT LI L LT LT TIL Sogsane
Query 361 CCETGCTCCTGCGCACCCCGCATCCCATCATCCCOGACTTCTATAARC CCCCTGOTEGCGCTGACS 420
coooe 3065493 Selbebdd LN LU LT LT LLE UL L L CLL L L LITT ogsase
Query 421 CCCAAAMGCGCGECGACCTGOEGEGECCCTCCCTCTACTTGECEGCTGCGGCGEGCCTCACGCCTTTTCT 480
coooe 3065435 Sebhdd UL TLL LT LTI LT L LI L L LT LT LLLE  Sogsane
Query 481 TECTGCCETGEEEECETTGCTETCGCTGCACTTECCCCTC: TCCCAGCGGCCCCAGCC 540
coooe 3065373 Ll bl Ll L LU L L LU TE T I T LT LTI IIL S ogsane
Query 541 ATTACATGGCCCGCTACTCAACATCTGCCCCTGCCATCTCTCOOGEGECECCCTCTGACTACT &00
coooe 3065313  Abaddd LU LT L LT LT L L L LTI LT T ogsase
Query &a01 CTACCAAGAMTTACGTCTGAC BZ21
coooe 3065253 LALLM LA LI LLE  20ss23a
Score Expect Identities Caps Strand
1140 bits{&17) 0.0 &17/617{100%:) OS5 17{0%) Plus/Plus

b) Features: Ddzudin-9
Query 3 TEECTGTEC TEOGC TG CTOeEGACCCTGGTGTCCTGCGCCCTQCCCCTaTGOAAGE TGN a8z
Sbict 3863275 TOTOTOUT L ICa T aAL L TaT T LTt LT T T bAALTGA 3063334
Query a3 CCGCCTTCATCGGCAAC AGCATCGTGGTGGCCCAGGTEGTGTGGEAGGGCCTGTGGATGT 122
N
Query 123 CCTGCGTGETGCAGAGC ACGEGCCAGATGCAGTGCAAGETGTACGACTCACTGCTGGECTC 182
corcr sesssos AL I NIERININ AN NI oqsass
Query 153 TGQCCOCAGEACCTECAGOCCQCACGTQCCCTCTGTGTCATTGCCCTCCTGQCTGGCCCTGC 242
Sbict 3063455 TOLLACGAMATOEALL AL I O e A AL T bt iiel 3063514
Query 243 TTOGGECCTCCTEGTEECCATCACAGGTECCCAGTGTACCACGTGTGTOEAGGACGAAGGTG 3@z
soee sossas HLLUIHIINIIIIEII NI Jo.srs
Query I3az CCAAGGCCCETATCGTGC TCACCOL QGGG TCATCCTCCTCCTCGLCGQCATCCTGGTGC 362
sojct ses3s7s  ttadbeicecimtet AL U LU QLI UL so63634
Query 363 TCATCCCTGTGTGC TGEACGGCGCACGCCATCATCCAGGAC TTCTACAACCCCCTGATGE 422
osce s003695 AU TR TN oczoos
Query aAZF3 CToAGGCCCTCAAGCGGoAGCTEOEaGCCTCCCTCTACCTGEGC TGOGECGE oG TECAC a2
SbICt 3063695 CNeALE U A A e LTI AT LT Gt GlAL 3063754
Query 483 TECTTATGCTGEGCGGEE GG CTCCTC TGO TG ACGTGCCCCCCaQC o CCAGQTCGAGCGGC 542
sojct ses37ss  Tetrareeradeislbboeit e L LN LA LL LU LU LI  coes814
Query 543 CCCECaeaC CTCOaC TeoEC TACTCCATCCCCTCCCGC TCGEOGTOCATCTGGACTGEACS 882
Sbict 3063815 GULGLGEAMAT Lttt AL A L e b AT T AT GAL 363874
Query aa3 AGAGOGACTACGTGTGA al9
Sbict 3063575 AMGGAMIALGIGIGA  se63s91

Figura 11. Alineamiento de los datos de secuenciacion. Una vez obtenida la secuenciacion de la colonia 1
y 2 (claudina-6 y -9, respectivamente), se realizé un blast con la ayuda de la plataforma en linea

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi). Se muestra el alineamiento con los primers Forward. a) Para la
secuencia de Claudina-6 se encontré una mutacion sinénima en el codon 33, en la tercera posicion (cuadro

rojo). b) Para la secuencia de Claudina-9 se encontrd una similitud del 100%.



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Para verificar el sentido de los insertos con los datos de secuenciacidn, se analizd la
informacién obtenida con los primers Reverse, buscando el coddn de inicio de las claudinas y
verificando rio arriba los ultimos nucledtidos de la secuencia de GFP. Para los dos vectores
recombinantes se identificd la secuencia de GFP y el coddn de inicio (Figura 12), corroborandose

asi la insercidn en sentido correcto de la secuencia de ambas claudinas.

8.3  Transfeccion de células AGS con el vector pmaxGFP y los vectores recombinantes

Una vez corroborada la secuencia y la validacién del sentido de los insertos, se prepararon
los plasmidos para la transfeccién. Para que la transfeccién fuese estable, se digirieron los
vectores con la enzima Aflll que realiza un corte en un sitio no esencial para el funcionamiento
del vector (Figura 13). Se corrobord por una electroforesis la completa digestion de los vectores
(figura 14 a). En el gel pueden distinguirse las diferentes conformaciones del plasmido no
digerido: la forma super enrollada, que es la topologia mas compacta, sélo puede formarse
cuando las dos hebras de DNA estdn intactas y es la forma que migra mas rdpido en el gel. Si una
de las hebras se rompe, el plasmido tomara otra conformacién conocida como circulo abierto y
migra mas lento. Cuando las dos hebras se rompen en la misma posicidn, el plasmido adquiere
una conformacion lineal; ésta forma migra mas lento que la conformacion super enrollada pero
mas rapido que la conformacion en circulo abierto %°. En los vectores pmaxGFP y pmaxGFP Cldn9
se distinguen las tres conformaciones descritas, mientras que en el vector pmaxGFP Cldn6 se
distinguen cuatro. Las topologias adicionales observadas en el gel pueden corresponder a
diferentes tipos de DNA super enrollado °7 u oligdmeros del pldsmido ®® como resultado de la

adicion de dicha secuencia.

Una vez corroborada la completa digestién de los vectores, se transfecté la linea celular
AGS por la formacién de liposomas. Después de haber transcurrido 10 dias de la transfeccion, no
todas las células que sobrevivieron en el medio condicionado (con geneticina) expresaban la
proteina GFP. En particular, en la linea AGS-CLDN9 se obtuvo la menor frecuencia de células

positivas a GFP (Figura 14b).
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a) Claudina-6

NTACGGAGGGAANNGGNNGGGCGTGCTTGCNACGTGGAGGCTTCAAGCTACCCGNTACGA
GGCCGGACCCGCGGGATCGGGCGACTTCAAGGGTNGGTGGGCACCCGGCTTTCCCCGAGGA
CAGCGTGGATCTTCACCGGACAAGATCATCCCGCAGCAACGCCACCGTGGAGGCACCTGCAC
CCCATGGGCGATAACGTGCTGGTGGGCAGCTTCGCCCGCACCTTCAGCTGCGCGACGGCGGC
TACTACAGCTTCGTGGTGGACAGCCACATGCACTTCAAGAGCGCCATCCACCCCAGCATCCT
GCAGAACGGGGGCCCCATGTTCGCCTTCCGCCGCGTGGAGGAGCTGCACAGCAACACCGAG
CTGGGCATCGTGGAGTACCAGCACGCCTTCAAGACCCCCATCGCCTTCGCCAGATCTCGAGC
TCGAATGGCCTCTGCCGGAATGCAGATCCTGGGAGTCGTCCTGACACTGCTGGGCTGGGTG
AATGGCCTGGTCTCCTGTGCCCTGCCCATGTGGAAGGTGACTGCTTTCATCGGCAACAGCA
TCGTGGTGGCCCAGGTGGTGTGGGAGGGCCTGTGGATGTCCTGCGTGGTGCAGAGCACCGG
CCAGATGCAGTGCAAGGTGTACGACTCACTGCTGGCGCTGCCACAGGACCTGCAGGCTGCA
CGTGCCCTCTGTGTCATCGCCCTCCTTGTGGCCCTGTTCGGCTTGCTGGTCTACCTTGCTGG
GGCCAAGTGTACCACCTGTGTGGAGGAGAAGGATTCCAAGGCCCGCCTGGTGCTCACCTCT
GGGATTGTCTTTGTCATCTCAGGGGTCCTGACGCTAATCCCCGTGTGCTGGACGGCGCATG
CCATCATCCGGGACTTCTATAACCCCCTGGTGGCTGAGGCCCAAAAGCGGGAGCTGGGGGC
CTCCCTCTACTTGGGCTGGGCGGCCTCAGGCCTTTTGTTGCTGGGTGGGGGGTTGCTGTGCT
GCACTTGCCCCTCGGGGGGGTCCCAGGGCCCCAGCCATTACATGGCCCGCTACTCAACATCT
GCCCTGCCNTNNNGNNTNNNNNN

Claudina-9

CGGTGAGCCTTTCAAGGNTAACCCGGNTACAGAAGGCCCGGGCNGGCGTTGAATCGGCGGA
CTTTCAAAGGGTGGGTGGGGCACCCGGCTTCCCNCGAGGGACAGGCGTGATCCTTCAACCG
AACAAAGAATCATCCAGCAGCAACGCCAACCGTGGGAGCACCTGCACCCCCATGGGGCGAN
AAACGTGCTGGTGGGCAGCTTTCGCCCGCACCTTCAGCCTTGCGCGACGGGCGGGCTACTAC
AGCTTCGTGGTGGACAGCCACATGCACTTCAAGAGCGCCATCCACCCCAGCATCCTGCAGAA
CGGGGGCCCCATGTTCGCCTTCCGCCGCGTGGAGGGAGCTGCACAGCAACACCGAGCTGGGC
ATCGTGGAGTACCAGCACGCCTTCAAGACCCCCATCGCCTTCGCCAGATCTCGAGCTCGAAT
GGCTTCGACCGGCTTAGAACTGCTGGGCATGACCCTGGCTGTGCTGGGCTGGCTGGGGACC
CTGGTGTCCTGCGCCCTGCCCCTGTGGAAGGTGACCGCCTTCATCGGCAACAGCATCGTGGT
GGCCCAGGTGGTGTGGGAGGGCCTGTGGATGTCCTGCGTGGTGCAGAGCACGGGCCAGATG
CAGTGCAAGGTGTACGACTCACTGCTGGCTCTGCCGCAGGACCTGCAGGCCGCACGTGCCCT
CTGTGTCATTGCCCTCCTGCTGGCCCTGCTTGGCCTCCTGGTGGCCATCACAGGTGCCCAGT
GTACCACGTGTGTGGAGGACGAAGGTGCCAAGGCCCGTATCGTGCTCACCGCGGGGGTCAT
CCTCCTCCTCGCCGGCATCCTGGTGCTCATCCCTGTGTGCTGGACGGCGCACGCCATCATCC
AGGACTTCTACAACCCCCTGGTGGCTGAGGCCCTCAAGCGGGAGCTGGGGGCCTCCCTCTAC
CTGGGCTGGGCGGCGGCTGCACTGCTTATGCTGGGCGGGGGGCTCCTCTGATGCACGTGCCC
CCCGCCCCAGGTCGAGCGGCCCCGCGGACCTCGGCTTGGGCTANTNNTCNCTNCNCNTNNN
NNNNNNNN

Xhol Eco53kI
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Figura 12. Verificacion del sentido de los insertos por secuenciacion. a) Con los datos de secuenciacion
con los primers Reverse se identifico el coddn de inicio de las claudinas (color rojo y subrayadas en amarillo)
y se corrobord que se insertaron en sentido correcto al identificar rio arriba los ultimos nucledtidos de la
secuencia de GFP (datos subrayados en negro, inciso a e inciso b)
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Figura 13. Sitio de corte de la enzima AFIIl. El corte catalizado por Aflll (marca azul) no interfiere con las
secuencias reguladoras como el promotor y el enhancer, ni la secuencia de GFP.

8.4  Enriguecimiento de la poblacidon GFP+ de los cultivos transfectados

Para el enriquecer la expresién de GFP en los cultivos, se realizaron sorting seriados en las
tres lineas. Fueron necesarios 3 sorting para el cultivo con el vector vacio y para el cultivo
transfectado con el vector pmaxGFP Cldn6 (Figura 15). Cabe destacar que mientras la expresion
de GFP en el cultivo transfectado con el vector pmaxGFP se mantuvo estable, las células
transfectadas con el vector recombinante pmaxGFP Cldn6 se mantuvieron estables Unicamente
por un mes en cultivo continuo (7 pasajes), después del cual se observd una poblacién negativa
gue gradualmente crecia en proporcién. Por otro lado, con 3 sorting fue imposible establecer una

linea positiva en su totalidad a GFP en los cultivos con el vector pmaxGFP Cldn9 (Figura 15),
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Figura 14. Transfeccion estable de la linea celular AGS. a) La transfeccion se realizé con los vectores
pmaxGFP, pmax Cldn-6 y pmax Cldn-9 digeridos para permitir su incorporacion al genoma de las células.
b) Cultivo de células después de la transfeccion. pmaxGFP y pmaxGFP Cldn-9 son células en cultivo.
pmaxGFP Cldn-6 son células fijadas y procesadas por cytospin.

ademas, al igual que en los cultivos de Cldn6, la poblacién negativa a GFP crecia a mayor
velocidad, dominando en proporcidn el cultivo. En las lineas transfectadas con las secuencias de
las claudinas, la sintesis de una proteina fusionada GFP-Claudina confiere una desventaja respecto
a las células con el vector que no sintetizaban la proteina fluorescente, en especial con la linea
transfectada con Claudina-9, en la cual la poblacién negativa a GFP prevalecia a pesar del

enriguecimiento por sorting. Por ello, se procedié a realizar un sorting en placa, en el cual se
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obtuvieron cultivos a partir de una sola célula, tanto para los cultivos transfectados con Cldn-6

como con Cldn-9.

Figura 15. Sorting de los cultivos AGS-GFP, AGS-CLDN6 y AGS-CLDN-9. Expresion de GFP después de la
transfeccion (rojo). El enriquecimiento de la expresion de GFP se obtuvo por sorting seriados: 1 (azul) y 2
(naranja). En el caso de la linea AGS-GFP sdlo fue requerido un tercer sorting, mientras que para las lineas
AGS-CLDN6 y AGS-CLDNO el cultivo se establecio a partir de una clona (verde).

Las células transfectadas con el vector vacio y el vector recombinante presentaban
diferentes patrones de expresion de GFP: Mientras que la distribucion de GFP en la linea AGS-GFP
es ubicua, en las lineas AGS-CLDN6 Y AGS-CLDN9 es puntual (Figura 14b y 16), preferentemente
en la membrana y con menor frecuencia en el citoplasma (Figura 16). A pesar de ser las claudinas
proteinas integrales de membrana, se ha observado su expresion deslocalizada tanto en

condiciones normales como en tejido neoplasico. Aunque no se conoce el rol de las claudinas
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citoplasmicas, puede estar asociado a trafico vesicular o interacciones con la matriz extracelular

13

pmaxGFP Cldn9

Figura 16. Patron de expresion de GFP en células transfectadas. Se observa una expresion de GFP
focalizada con los vectores recombinantes, mientras que en las células transfectadas con el vector vacio
se distingue una expresion en todo el citoplasma. La expresion de las claudinas fusionadas a GFP se
localiza principalmente en membrana, con una menor distribucion en citoplasma.

8.5 Expresidn de Cldn-6 y -9 en las lineas transfectadas

Una vez establecidos los cultivos, se corrobord el incremento en la expresiéon de las
claudinas respecto a la linea wild type y transfectada con el vector vacio. La expresion de Cldn-6
y -9 se incrementé, como era esperado, en las lineas AGS-CLDN6 y AGS-CLDNY, respectivamente
(Figura 17). Sin embargo, a pesar de no representar cambios significativos, la transfeccién logré
incrementar la expresion de Cldn-6 un 70% la IMF respecto a la linea wild type y el doble respecto
al control de transfeccion (GFP), es decir, se incrementd la poblacién positiva de Cldn-6 de un 42%
y 31%, respectivamente a cerca de un 80% de la poblacién; por su parte, la expresion de Cldn-9
se incrementé 2.4 y 2.1 veces la IMF respecto a la linea wild type y con el vector vacio,
respectivamente, representando un incremento de 6.6% y 10.4% a cerca de un 80% de la
poblacién. Cabe destacar que la expresién de Cldn-9 es mas homogénea entre la poblacion
respecto a la expresion de Cldn-6 y que en la linea wild type la expresién de Cldn-6 es mucho

mayor a la de Cldn-9 (Figura 17a).

Se detectd ademas el incremento conjunto de Claudina-6 y -9 en las dos lineas generadas

con los vectores recombinantes, lo cual podria deberse a su arreglo exén-intrén y su localizacion
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cercana que, se sabe, puede llevar a una regulacidn coordinada, como en casos reportados para
Cldn-3 y Cldn-4 13, Sin embargo, es importante considerar que los anticuerpos dirigidos contra
estas claudinas son policlonales y debido a la alta similitud que hay entre ellas, se podrian estar
reconociendo epitopos en comun de ambas isoformas de claudina, pudiendo llevar a falsos

positivos en el incremento coordinado de éstas (Figura 17b).
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Figura 17. Sobre expresion de Claudina-6 y -9 en las lineas AGS-CLDN6 y AGS-CLDNS9. a) La expresion de
Cldn-6 (izquierda) y de Cldn-9 (derecha) incremento respecto a la linea wild type (naranja) y con el vector
vacio (azul) obteniendo cerca del 80% de la poblacion positiva a dichas claudinas. Las lineas punteadas
representan al control de pegado inespecifico. b) El incremento en la expresion de ambas claudinas ocurrio
de manera simultdnea en las lineas AGS CLDN6 y AGS CLDNS9, siendo mayor la expresion de Cldn-6 y de
Cldn-9 en la linea transfectada con el vector que contiene su respectiva secuencia.
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8.6 Lasobre expresion de Cldn-9 induce una disminucion en la expresion de CD24 y el
incremento de CD44

La expresion de CD24, en las diferentes lineas analizadas, distingue dos distribuciones
poblacionales: CD24" y CD24* siendo ésta ultima cerca del 4% de la poblacién en la linea wild type
(Figura 18), que disminuye con la sobre expresion de Cldn-6 y mas aun con Cldn-9 (Figura 19).
Cabe sefialar que la poblacién CD24* corresponde a células poco granulares y de menor tamaiio

dentro de la poblacién (Figura 19).
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Figura 18. Células AGS presentan una pequeiia subpoblacion CD24+. a) Las células con una expresion
positiva a CD24 constituyen cerca del 4% de la poblacién. b) Regiones seleccionadas de las que proviene la
poblacion CD24+. Dot plot izquierda: la poblacion CD24+ corresponde a células con un fenotipo poco
granulary de pequefio tamafio (puntos rojos), se muestra el tamario (eje x) y granularidad (eje y); en medio,
seleccion de células individuales por tamafio-drea (eje x) y tamaio-altura (eje y); izquierda: el histograma
muestra en rojo una amplificacion de la pequefia poblacion positiva a CD24+.
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Por su parte, CD44 incrementa significativamente con la sobre expresién de Cldn-9
respecto al control de transfeccién, AGS-GFP, no asi con el incremento de Cldn-6. Sin embargo, la
sobre expresidon de Cldn-6 sigue la misma tendencia. DCLK1 y Villin incrementan ligeramente su
expresion con la sobre expresiéon de Cldn-9 y Cldn-6, respectivamente, sin embargo, no

representan cambios significativos (Figura 19).
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Figura 19. Cambio en la expresion de los marcadores de CTC por la sobre expresion de Cldn-6 y -9. La
sobre expresion de Cldn -9 incrementa de manera significativa la expresion de CD44 y disminuye la
expresion de CD24. No se observaron cambios significativos en la expresion de DCLK1 y Villin. * valor de p
<0.5.
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9. DISCUSION

Inicialmente, la linea celular AGS se habia transfectado con el vector pcDNA3.1/NT-GFP-
TOPO, el cual se utilizd para clonar las secuencias de Cldn-6 o Cldn-9, sin embrago, la expresion
de estas claudinas fusionadas a GFP se perdia, aun en medios de seleccién con geneticina. En el
vector pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO el promotor SV40 regula la expresion del gen de resistencia a
geneticina, mientras que el promotor CMV regula la expresion de las proteinas fusionadas. Ho y
colaboradores *°, reportan una mayor estabilidad de expresién con el promotor SV40 respecto a
CMV en células CHO transfectadas; se ha reportado, ademads, que los niveles de expresion
regulados por el promotor CMV decrecen con el tiempo en los cultivos, debido a su silenciamiento
asociado a metilacion 19 por lo que la pérdida de expresidn de claudinas fusionadas a GFP en
dicho vector, pudo deberse al silenciamiento del promotor CMV. No obstante, el silenciamiento
de transgenes, en células de mamifero en cultivo, se ha visto suprimido al incluir un enhancer
transcripcional 1%, El vector utilizado en este proyecto (pmaxGFP) en el cual se cloné nuevamente
la secuencia de claudina -6 y -9, contiene un enhancer rio arriba al promotor CMV, el cual puede

mejorar la expresion del transgen respecto al vector pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO.

Adicionalmente, a diferencia del vector pcDNA3.1/NT-GFP-TOPO que contiene la
secuencia de GFP de Aequorea victoria, el vector pmaxGFP contiene la secuencia del GFP de un
copépodo (Pontellina plumata), cuya proteina posee una cinética rapida de plegamiento, la cual
puede deberse a la ausencia de cis-prolinas, que se sabe, retardan el plegamiento de GFP de A.
victoria; ademas, presenta una tasa de maduracidn mas rapida, ya que su residuo E89 ayuda a la
sustraccion de protones en un proceso esencial de deshidrogenacién durante la maduracion del
cromdforo. Otra caracteristica Unica de esta proteina es un poro lleno de agua, el cual podria
facilitar el transporte de oxigeno al cromdéforo prematuro y acelerar su maduracion 2, Estas
caracteristicas de plegamiento y maduracion rapida, contribuyen a una sefial de fluorescencia
temprana y una mayor eficiencia en la deteccidn del croméforo. Otra ventaja que presenta el
vector pmaxGFP respecto a pCDNA 3.1 es el tamaiio (3.486 kb y 6.176 kb, respectivamente). Se

ha reportado que el tamafio del vector juega un papel importante en la eficiencia de la




Priscila Anhel Medrano Gonzalez |47

transfeccion. En un estudio in vitro, se transfectaron lineas celulares con minicirculos, los cuales
son plasmidos a los que se les han retirado las secuencias que corresponden al origen de
replicacion y de resistencia a antibiodtico que reconoce la maquinaria procarionte, observando
una mayor eficiencia de expresién de su gen reportero. Esto puede deberse a que los complejos
formados con los lipidos catidnicos son mas pequefios, mejorando asi su coeficiente de difusién
y su paso por la via endocitica de la célula; ademas, se ha visto que la tasa de transporte de
proteinas del citoplasma al nucleo es influenciada por el tamafio de la proteina, de la misma
manera, el tamafio de las moléculas de DNA puede determinar su transporte al nicleo 1. Otros
estudios han confirmado la importancia del tamafio del vector en la eficiencia de la transfecciéon
104,105 pDe esta manera, las ventajas que ofrecié este vector fueron superiores con respecto al
vector pcDNA 3.1, lo que permitié una mayor estabilidad en la expresién de las proteinas de

interés, Cldn-6y -9.

Al sobre expresar dichas claudinas se generaron algunas modificaciones en la expresién
de los marcadores de CTC (CD24 y CD44). Ademas, cabe destacar que la poblacion CD24* es
menos abundante que la poblacién CD24 y son mds pequefias en tamano y menos granulares
con base en los parametros FSC y SSC. Se sabe que las células de mamifero incrementan en
tamafio con su edad, y recientemente se ha sugerido, que el tamafio de las células juega un papel
importante en la tasa de proliferacidn, al ser necesario alcanzar un tamafo minimo critico para
dividirse. Esta idea se ha basado en diversas observaciones de diferentes modelos bioldgicos en
los que se observd que las células mas grandes tienden a dividirse mas rapido y reducir su tiempo
de vida; por el contrario, las células modificadas que tienen un tamafio pequefio, poseen una tasa
menor de replicacidn y una vida media mas larga. Cabe resaltar, en este contexto, a las células
troncales adultas que son, por lo general, quiescentes y de menor tamafio que su progenie
diferenciada 1°. En cuanto a las CTC, se han reportado conclusiones opuestas: mientras que en
una linea celular de meduloblastoma y en células poliploides gigantes de cancer, observaron que
la poblacidon enriquecida en caracteristicas de tipo troncal eran aquellas que tenian mayor

tamafio; en un modelo de cancer de préstata se observé que las células mas pequefias tendian a
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ser mas tumorigénicas, lo cual se vio manifestado en el nimero y tamafio de los tumores
generados 1%, Aunque la poblacién CD24* encontrada en la linea AGS podria corresponder a una
poblacién quiescente, similar al de una célula troncal, son necesarios mas estudios para

corroborar dicha aseveracion.

Aunque CD24 es mayormente conocido por su participacién en la regulacidon de algunos
procesos como apoptosis, diferenciacidon y migracién en diversos tejidos, su funcién en el tracto
gastro intestinal continda siendo desconocido. A pesar de que en diversos estudios no se ha
demostrado su expresion en el epitelio gdstrico normal, se sabe que estd sobre expresado en
adenocarcinoma gastrico y CTC gastrico %7, En la linea AGS se observé una pequefia poblacién
positiva a este marcador que resulté significativamente menor al sobre expresar Cldn-9 y se
observé una expresion baja al sobre expresar Cldn-6. Aunque ya se ha visto una asociacién entre
la expresion de CD24 con Cldn-7 en cancer de mama %, no se ha reportado una relacion entre
la expresién de CD24 y Cldn-6 o -9. Dado que CD24 se expresa en células troncales pluripotentes
estandar e inducidas 1%, 119y tanto Cldn-6 como Cldn-9 se expresan preferentemente en etapas
tempranas del desarrollo, resulta légico esperar un incremento de CD24 con la sobre expresion
de dichas claudinas, sin embargo, la poblacién CD24* se vio disminuida. Cabe resaltar que existe
cierta heterogeneidad entre células troncales pluripotentes; por ejemplo, en diferentes lineas
celulares pluripotentes se observaron diferentes niveles de expresién de moléculas asociadas a
marcadores pluripotentes como la expresion de Nanog u Oct4; inclusive en células individuales
de cultivos sometidos a las mismas condiciones se observé heterogeneidad en la expresion de
ciertas moléculas, demarcando diferentes perfiles de expresién 11; ésta variacion esta asociada
a diferencias en la propensién de células individuales para autorrenovarse o guiar las sefiales
hacia diferenciacién . Por otro lado, Cldn-6 exhibe altos niveles de expresidon en células
troncales siendo no sélo la Unica claudina especifica para este estadio, sino ademas, sus niveles
de expresidn son mayores a marcadores previamente reportados para células troncales
pluripotentes como TDGF-1, EPCAM 6 CD24 %2, Al ser reportados Cldn-6 y CD24 en células
pluripotentes, la disminucién de CD24 podria deberse a la proporcidn que representa la expresion

de Cldn-6 frente a CD24 o bien, puede ser resultado de la heterogeneidad existente dentro de
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una poblacién de células troncales pluripotentes. Respecto a Cldn-9, no se conoce, durante la
embriogénesis, la etapa especifica en la que se detecta su expresién ni a qué nivel de
diferenciacidon corresponde. Resulta incierto, entonces, si la alta expresién de Cldn-6 y -9 asi como
la baja expresion de CD24 corresponden a una misma poblacién, por lo cual se requiere seguir

investigando este tema.

Por otro lado, el incremento en la expresidon de CD44 en células que sobre expresan Cldn-
6 vy -9 permite explicar el potencial invasivo y migratorio observado en estudios previos. Cabe
sefialar que el anticuerpo usado para medir CD44 va dirigido contra una region comun a todas las
isoformas por lo que el incremento observado fue de manera global para esta proteina. Se ha
reportado que la expresién de CD44 es un marcador para diferenciar entre células parcial y
completamente reprogramadas al observar su alta expresion en fibroblastos y su pérdida gradual
durante el proceso de reprogramacion hasta ser ausente en células troncales pluripotentes
inducidas ya establecidas 3. En cancer de cabeza y cuello, la expresién de CD44 correspondia a

una poblacidn con caracteristicas multipotentes 14

, sin embargo, la isoforma CD44 v3 esta
asociada con el control de células troncales pluripotentes. De esta manera, la expresion de CD44
no es especifica para algun estadio del desarrollo, sin embargo puede regular la activacion de
metaloproteasas y el reordenamiento de proteinas del citoesqueleto, procesos importantes en la

diseminacién tumoral, asi como su participacién durante la angiogénesis

y la adquisicién de
un fenotipo troncal por la translocacion de su dominio intracelular al nucleo, el cual activa
moléculas asociadas a troncalidad 6. Respecto a la expresidn conjunta de CD24 y CD44 existe
cierta controversia: en biopsias de pacientes con cancer gastrico no cardial, sélo la expresién de

CD44 estaba asociada a un pobre prognosis %7

y en lineas celulares de cancer gastrico, la
expresion de CD24 no mostré correlacién con tumorigenicidad in vitro o in vivo 4. Sin embargo,
otros estudios revelan el fenotipo CD24+CD44+ como la poblacion que corresponde a las CTC
géstrico 8 o la asociacién de CD24 con la progresién tumoral e invasividad en tejidos de cancer
géstrico M8, Por lo que resulta importante determinar el papel de las subpoblaciones resultantes

por la combinacion de estos marcadores.
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Por otro lado, Villin y DCLK1 se expresan en células troncales del epitelio géstrico®”11° y su
incremento no fue significativo en células que sobre expresan Cldn-6 6 -9, pero se observo cierta
tendencia incrementa de dichas moléculas. La sobre expresién de las claudinas pudo llevar a un
estado mas indiferenciado, activando mecanismos que no involucran el cambio en la expresion

de marcadores de células progenitoras multilinaje.

A pesar de la identificacion de diversos marcadores moleculares de CTC, aun no se sabe si
todos ellos representan a la misma poblacion o qué combinacion de éstos describe mejor a un
fenotipo indiferenciado responsable de la agresividad, recurrencia y metdstasis tumoral. Aunado
a ello, la relacién entre la embriogénesis y las CTC permanece elusivo, de modo que las CTC no

han sido relacionadas a estadios especificos del desarrollo embrionario.

10. CONCLUSION

En este trabajo se observd un incremento en la expresién de CD44 y una disminucidn de
CD24, enriqueciendo asi sdlo a la poblacién CD44 positiva, lo que sugiere que la sobre expresion
de dichas claudinas modifica, ya sea positiva o negativamente, la expresién de los marcadores de
CTC. A pesar de la identificacidn de diversos marcadores moleculares de CTC, aun no se sabe si
todos ellos representan a la misma poblacion o qué combinacion de éstos describe mejor a un
fenotipo indiferenciado responsable de la agresividad, recurrencia y metastasis tumoral, por lo
gue son necesarios mas estudios para confirmar el papel de Cldn-6 y -9 en la regulacién de las

CTC.




Priscila Anhel Medrano Gonzadlez |51

11. PERSPECTIVAS

Silenciar la expresion de Cldn-6 y -9 para corroborar los efectos observados en este
trabajo

Dilucidar qué subpoblaciones resultan de la combinacién de los marcadores Villin,
DCLK1, CD24, CD44 y Cldn-6y -9.

Evaluar el potencial invasivo, migratorio y tumorigénico de las poblaciones resultantes,
asi como su habilidad para formar tumores en un modelo murino y esferoides en medios

no adherentes.
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ANEXO

Reactivos y soluciones:

Medio LB (Affymetrix):
Para 1L, disolver 20g. Esterilizar en autoclave.

Contiene: 10g/L peptona de caseina, 5g/L extracto de levadura y 10g/L cloruro de sodio

Medio LB agar (Affymetrix):
Para 1L, disolver 35g. Esterilizar en autoclave
Contiene: 10g/L peptona de caseina, 5g/L extracto de levadura, 5g/L cloruro de sodio y 15g/L

agar.

TAE 50X:
Para 1L
Tris 242g, Acido acético 57.1mL, Na,EDTA 7.43g

Se disuelve con agua y se afora hasta 1L.

TAE 1X:
Para 500mL. Disolver 10mL de buffer TAE 50X en agua y aforar a 500mL

DMEM
Disolver 1 sobre de medio en 800mL de agua desionizada, adicionar 2g de NaHCOs vy ajustar pH

a 7.4. Aforar a 1L y esterilizar por filtracion.

DMEM para criopreservacion de células:
Solucién de DMEM con DMSO al 5%. Por cada 10 mL de medio total, se utilizan 500 uL de DMSO

y 9.5mL de medio
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PBS 10X pH=7.5

Para 1L:

Disolver en 800mL de agua desionizada 79g de cloruro de sodio (NaCl), 15g de fosfato de sodio
dibasico (Na;HPO4) y 6g de fosfato de sodio monohidratado (NaH,PO4¢H,0). Ajustar pHa 7.2 y

aforar.

Buffer de citometria:
La solucién contiene Suero Fetal Bovino al 1% y azida de sodio al 0.09%

Disolver en 500 uL de PBS 5 pL de Suero Fetal Bovino y 0.45g de azida de sodio

PBS + EDTA:
Para 1L: Disolver en agua destilada 0.2g de EDTA para obtener una solucién con una

concentracion final de 0.5mM
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