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RESUMEN

Evaluacion del Promotor hTERT como Herramienta de Deteccion de Células Tumorales
Circulantes.

Introduccion. El cincer es un padecimiento con una alta incidencia y mortalidad en el mundo,
lo que resulta en un problema de salud mundial. Es necesario la bisqueda y aplicacién de nuevos
marcadores para mejorar el diagndstico, tipificacién y tratamiento del cdncer. Las células
tumorales circulantes (CTCs) son células que se desprenden del tumor y viajan por sangre o linfa
y tienen asociacidn con la progresion tumoral y la respuesta al tratamiento. Adicionalmente, la
captura de CTCs vivas permitiria hacer estudios moleculares (dcidos nucleicos y proteinas) para
una mejor caracterizaciéon tumoral y la definicién de blancos terapéuticos especificos. Los
métodos de deteccién y captura de CTCs deben de ser altamente sensibles y especificos debido a
la baja proporcién en sangre de las CTCs (1 célula tumoral circulante por 10° células sanguineas
normales). Una estrategia especifica podria ser el uso del promotor hTERT, promotor que esta
especificamente activo en las células tumorales.

Objetivo. Evaluacion del promotor hTERT in vitro mediante ensayos de expresion.

Material y métodos. Se transfectaron las lineas tumorales: Hel.a, SiHa, Colo320, HepG2 y
fibroblastos con los pldsmidos pGL3-hTERT-Luc, pGL3-CMV-Luc y pShuttle-hTERT-RFP
para su posterior evaluacion mediantes ensayos de luminiscencia y microscopia confocal. Se
realizaron ensayos de PCR cuantitativa para evaluar los niveles del transcrito hTERT en cada
linea y hacer correlaciones con los niveles de luminiscencia en los experimentos de expresion.
Finalmente, las observaciones por microscopia confocal en las células transfectadas se
correlacioné con los resultados de expresiéon de luminiscencia y con la expresién de transcritos
de la subunidad catalitica de hTERT.

Resultados. Los ensayos de expresion de Luc mostraron que el promotor hTERT es 4 veces
menos potente respecto al promotor CMV y muestra una expresion baja y variable en las
distintas lineas tumorales transfectadas. Se observa una correlacién entre los niveles del
transcrito de hTERT que resultaron de los ensayos de PCR cuantitativa y los niveles de
expresion de Luc en fibroblastos y las lineas tumorales Colo320 y HelLa, correlacién que no
presentan las lineas tumorales SiHa y HepG2. La microscopia confocal mostro sefiales débiles y
limitadas en las lineas tumorales, un poco mas intensa en Colo320 y en general, estos estudios se
correlacionaron con los niveles de expresioén observados en los ensayos previos.

Discusion. Los niveles de expresion del plasmido experimental fueron especificos para las lineas
transformadas, pero bajos y variados en las diferentes lineas estudiadas. Dicha variabilidad
puede ser debido a las diferencias en los mecanismos de regulacién transcripcional entre las
lineas tumorales estudiadas.

Conclusiones. El promotor hTERT es especifico para células transformadas pero tiene una
potencia en cada linea tumoral ensayada. Este resultado no es satisfactorio para el desarrollo de
vectores para la identificacion de CTCs.
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Capitulo 1
Marco Teorico

1.1 Cancer
Cancer es un término usado para definir enfermedades que presentan como caracteristica

la presencia de células anormales con una division celular descontrolada y con células
que presentan la habilidad de invadir otros tejidos, habilidad que es definida como

metéstasis, la mayor causa de muerte por cancer. (National Cancer Institute, 2014)

1.1.2 Epidemiologia
La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estim6é 8.2 millones de personas

fallecieron a causa de cdncer durante el afio del 2012, lo cual equivale a un 22% del total
de las defunciones por enfermedades no transmisibles de ese afio en el mundo (Figura
1). (GLOBOCAN PROIJECT, OMS, 2012) En México durante 2012, las defunciones a
causa de tumores malignos fueron de 73,240 casos, ubicdndose como la tercera causa de

mortalidad en el pais. (INEGI, 2012)
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Figura 1. Incidencia y mortalidad del céncer en el mundo.



1.2 Células Tumorales Circulantes (CTCs)

El mecanismo de metédstasis es un evento complejo, en el cual las células tienen la
habilidad de desprenderse y crecer en un tejido lejano del sitio del tumor primario. La
diseminacién puede darse a través de sangre y/o sistema linfatico y las células que
presentan dicha habilidad se conocen como células tumorales circulantes (CTCs). La
presencia de CTCs se explica por dos mecanismos diferentes: transicion epitelial-
mesenquimal (TEM) en la cual, en un tumor primario de origen epitelial, existen
cambios en los patrones de expresion de moléculas que permiten la adhesion célula-
célula, o célula-matriz como son EpCAM, e-caderina por la sobre-expresiéon de
moléculas propias de un fenotipo mesenquimal, tales como la vimentina y la n-caderina.
(1) La difusién tumoral pasiva es otro mecanismo que explica la presencia de las CTCs,
y sugiere que, por el propio crecimiento del tumor, existe desprendimiento de algunas

células hacia el sistema sanguineo y/o sistema linfatico (Figura2). (3)(4)

Vaso sanguineo
Metdstasis

N

|

Tumor primario

Figura 2. Diagrama que representa la diseminacion de una célula tumoral en sangre.

Se han realizado esfuerzos para la deteccion de CTCs en sangre periférica, pues se
considera que su andlisis molecular proporcionaria nuevas perspectivas para el mejor
diagnéstico, tipificacion y tratamiento del cancer. Sin embargo a las CTCs se les

considera una poblacién celular rara por su baja proporcidon con respecto a las células



sanguineas normales (una CTC por cada 10° células sanguineas normales). A pesar de
esta limitante, se han desarrollado tecnologias para la detecciéon de estas CTCs y
actualmente existen estudios clinicos que concluyen que la presencia de CTCs en sangre
periférica estd correlacionada con la progresién de la enfermedad en ciertos tipos de
carcinomas, como el cdncer colorrectal, el cdncer de mama y cancer de préstata. (2) De
Giorgi U et. al en el 2009 sugieren que el conteo de las CTCs en un momento dado,
refleja la respuesta del paciente a la terapia. Ademads, estos conteos son superiores o

aditivos a los métodos de imagen convencional.(5)

Los métodos desarrollados para la deteccion de las CTCs estdn enfocados hacia el
reconocimiento inmunoldgico con marcadores especificos. Existe solo un método
aprobado por la Administraciéon de Drogas y Alimentos de los EEUU (FDA por sus
siglas en inglés) para la deteccion de CTC, el sistema denominado CellSearch (Veridex,
Raritan, NJ, USA) (6). CellSearch es un sistema automatizado de detecciéon de CTCs
que consiste en un enriquecimiento celular por inmuno-captura con perlas magnéticas
conjugadas con anticuerpos contra EpCAM y deteccion por medio de una triple tincion;
tincion positiva (CK8/18/19) y DAPI y una tincion negativa para CD45, antigeno comun
de leucocitos (Figura 3). (7)(8) La limitante en esta tecnologia es que subpoblaciones de
CTCs diseminadas por la via TEM escaparian, dado que la expresiéon de EpCAM resulta

sub-expresada o nula en células tumorales con fenotipo mesenquimal.

Obtencion de

muestra Procesamiento por el CellTracks AutoPrep System
7.5mL de sangre en Aspirar el plasma, Aspirar fluidos y Permeabilizar y .
tubo CellSave + anadir buffery células marcadas anadir reactivos de Transferira
buffer ferrofluidos tincion MagNest
| ’ l
Incubaciéon magnética Remover el m-.lgm-m. CTC leucocito
C 'entrifugar Resuspender células
) blanco en buffer . .
(Veridex, Raritan, NJ, USA)

Figura 3. Procedimiento a seguir para la deteccion de CTCs por el método CellSearch.



Diversos equipos de investigacion se encuentran optimizando y desarrollando nuevas
estrategias y tecnologias para la deteccion de CTCs. En el 2012 Takakura y
colaboradores (Figura 4) desarrollaron un sistema de detecciéon para CTCs que se basa
en la transduccién de estas células con un vector adenoviral de replicaciéon selectiva-
telomerasa especifica, el cual expresa el gen de la proteina verde fluorescente (GFP)
como gen reportero, expresion modulada por el promotor CMV. EI fundamento de esta
técnica se basa en la actividad de la telomerasa aumentada en células tumorales, por lo
que la transduccion del vector utilizaria la maquinaria celular para la replicacién viral y
a su vez se generaria la expresion de la GFP obteniendo una sefial fluorescente lo que

permitiria la muerte de las CTCs. (9)
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Figura 4. Diagrama del vector disefiado por Takakura et al.

1.3Telomeros y telomerasa

1.3.1 Telomero

El concepto de telomero tiene sus origenes a finales de 1930s. Se sabe que es una
estructura altamente conservada al final de los cromosomas que consiste en
repeticiones en tindem de secuencias de ADN y proteinas asociadas (Figura 5). (10)
El telémero estd involucrado en diversas funciones biolgicas esenciales. Este
protege a los cromosomas de las exonucleasas y de la recombinacion, de la fusién
extremo — extremo y en el reconocimiento del ADN dafado; proporciona medios
para la replicacién completa de los cromosomas; contribuye a la organizacion

funcional de los cromosomas en el nicleo, participa en la regulacion génica y sirve

4



como reloj molecular que controla la capacidad replicativa de las células humanas y

su entrada en senescencia. (11)

Célula Nucleo Telomero

CROMOSOMA

= Telémero

Figura 5. Diagrama que muestra la posicion de los telémeros en el cromosoma.
1.3.2 Telomerasa

Es una ADN polimerasa ARN dependiente que sintetiza secuencias de ADN
telomérico y proporciona las bases moleculares de un potencial proliferativo
ilimitado. Descubierta en 1985 en el organismo Tetrahymena thermophila, ésta
enzima se encuentra ausente en la mayoria de las células somdticas normales
humanas, pero presente en mds del 90% de las células tumorales y células
inmortalizadas in vitro.(12)(13) La telomerasa consiste de dos componentes: el
componente catalitico denominado hTERT que presenta actividad transcriptasa
inversa y un segundo componente el cual es denominado hTERC, un ARN funcional

que sirve como templado para la sintesis del ADN telomérico (Figura 6). (14)(15)

Telomerasa

Molde de ARN. /

Telémero

Nucledtido

* La secuencia de la molécula molde de ARN puede vanar en las diferentes especies

Figura 6. Diagrama que muestra los componentes de la telomerasa.



Estudios realizados a principios de la década pasada demostraron que la expresion de la
telomerasa por si sola es suficiente para la inmortalizacién de diversos tipos de células.
(17)(18) Se tiene conocimiento que la telomerasa puede cooperar con oncogenes o en la
inactivacion de genes supresores de tumor para inducir la conversién tumorigénica de
las células de epitelio humano normal y de fibroblastos. (16) Estos hallazgos indican el
importante papel que desempefla la telomerasa en el envejecimiento celular y
tumorigénesis. Por lo tanto la actividad de la telomerasa tiene importantes aplicaciones

en el desarrollo de estrategias de diagndstico y terapéuticas.

1.3.3 Promotor hTERT

En 1999 fue clonada la region 5° del gen hTERT que corresponde al promotor de
éste y se logré identificar las regiones funcionales y el core esencial para la
activacion transcripcional cdncer - especifica del promotor. Dentro del core del
promotor estin presentes varios sitios de uni6 para diversos factores de
transcripcion (Figura 7). Cajas E (CACGTG) localizadas en las posiciones -165
y + 44 respecto al sitio de inicio de la transcripcion las cuales son posibles sitios
de unién de cremallera basica hélice — loop — hélice factores de transcripcién
codificados por oncogenes de la familia Myc. Otra de las secuencias
caracteristicas que se encuentran en el promotor hTERT son las cajas GC
(GGGCGQG). Por lo menos se encuentran cinco cajas las cuales son sitios de
unidn para factores de transcripcion con motivos de dedos de zinc como lo es el

factor transcripcional SP1. (19)(20)(21)
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Figura 7. Diagrama que muestra la regulacién transcrpcional y epigenética del
promotor hTERT. Se identifican los sitios de unioén y los diversos factores de

transcripcion que regulan la expresion de éste.

La regulacién a nivel transcripcional es el principal mecanismo de regulacion de
la activacion de la telomerasa en células humanas. Experimentos de transfeccion
transitoria del promotor hTERT dirigiendo la expresion del gen reportero de la
luciferasa muestran la inactivacion del promotor en células normales pero al

igual que la telomerasa este se activa en células inmortales. (22)(23)



1.4 Proteinas fluorescentes

El auge de las proteinas fluorescentes como elemento bdsico fundamental en la
investigacion biomédica ha sido sefialado como una revolucién. La primera fase en
las implementaciones en el uso de proteinas fluorescente se da en 1994 cuando se
utilizaba la proteina verde fluorescente nativa de la medusa Aequorea victoria que
se utiliz6 para resaltar las neuronas sensoriales en el nematodo C. elegans. (24)
Desde entonces se han producido nuevas y mejores versiones con mds brillo, que
cubren un amplio rango espectral, que exhiben una mayor fotoestabilidad con la
reduccién de oligomeros, inertes a los cambios de pH e indices de maduracién més
rapidos. La proteina verde fluorescente nativa también se modificé rapidamente
para producir variantes que emiten sefial en las regiones del azul, cian y amarillo.
(25) (26) (27) A pesar de los esfuerzos realizados por obtener variantes que
emitieran fluorescencia en la regién del naranja y el rojo, y que estos esfuerzos
resultaban infructuosos, no fue sino hasta 1999 que se dio el descubrimiento
inesperado de la primera proteina roja fluorescente, aislada de arrecifes de coral no
bioluminiscentes. (28) Este avance lanz6 una segunda fase de la revolucién, con la
incesante busqueda de proteinas fluorescentes mdés brillantes y versiones
monoméricas mds fotoestables derivadas de las proteinas rojas, cuya actuacion sea

similar a las mejores variantes de GFP.



1.4.1 Proteina Roja Fluorescente (RFP)

La busqueda de una proteina fluorescente roja de buen comportamiento ha
sido la meta para la observacion de células vivas e imdgenes de animales
completo, sobre todo por la necesidad de ampliar la paleta de colores en
ensayos multicolor. Otra ventaja es que debido que la excitacién a esas
longitudes de onda genera menor fototoxicidad y pueden ontenerse imdgenes
mds profundas en los tejidos bioldgicos y finalmente la auto-fluorescencia
celular se ve disminuida en esa region del espectro y no se genera
fluorescencia de fondo. Tal vez el acontecimiento mds sobresaliente en este
frente ha sido el disefio y la obtencién de la mRFP1 a través de mutagénesis

dirigida a los residuos correspondientes al cromoéforo, que se sabe

desempefian un papel clave en la determinacion de las caracteristicas

espectrales (Figura 8). (29) (30)

Figura 8. Estructura de la proteina mRFP1



Capitulo 2

Justificacion

Este trabajo plantea la evaluacion del promotor hTERT como herramienta en la
detecciéon de CTCs. Los resultados ayudardn en el correcto disefio de un vector
adenoviral que permita una identificacién mds especifica de las CTCs. Las estrategias
actuales para deteccion de CTCs, basadas en el reconocimiento de marcadores
epiteliales y citoqueratinas, no son discriminatorias y no permiten la recuperacion de las

células vivas para andlisis posteriores.
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Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivo General

Evaluar el promotor hTERT in vitro mediante ensayos de expresion.

3.2 Objetivos especificos

1. Analizar la potencia y especificidad del promotor hTERT en lineas tumorales y
control (HeLa, SiHa, Colo320, HepG?2 y fibroblastos).

2. Correlacionar expresion del transcrito de hTERT con la expresion de luciferasa
en lineas tumorales y control (HeLa, SiHa, Colo320, HepG?2 y fibroblastos).

3. Evaluar la expresion de la proteina RFP en lineas tumorales y control (HelLa,

SiHa, Colo320, HepG2 y fibroblastos).
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Capitulo 4

Material y Métodos

4.1 Lugar de realizacion del estudio
El presente proyecto de tesis se llevo a cabo en el laboratorio de Terapia Génica

del Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de Medicina y en
la Unidad de Terapia Experimental del Centro de Investigacién y Desarrollo en Ciencias

de la Salud, ambos de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

4.2 Materiales

4.2.1 Consumibles
Se utilizaron cajas para cultivo celular de poliestireno de 100 mm estilo petri,

tubos conicos de 50 mL (Corning inc. Corning, NY) para cultivo bacteriano,
microtubos de 2 mL, 1.5 mL, 0.6 mL y 0.2 mL (Eppendorf AG, Hamburgo,
Alemania) y puntas de pipeta de 50 — 1000 pL, 2 — 200 uL y 0.5 — 10 uLL (Brand
GMBH+CO KG, Wertheim, Alemania) para diversos usos, Placas transparentes
para cultivo celular de poliestireno de 96 y 6 pozos (Falcon® Corning, NY),
Cajas para cultivo celular de 25 y 75 cm? (Corning inc.) pipetas estériles
desechables de 5 mL y 10 mL (Corning inc.) para cultivo de lineas tumorales y
fibroblastos. Placa PCR 96 pozos natural (Applied Byosystem® Foster City,
CA).

4.2.2 Reactivos
Caldo y Agar Luria-Bertani (LB) (DIBICO®, D. F., México), ampicilina y

kanamicina (Sigma-Aldrich Co. San Luis, MO) enzimas de restricciéon Xhol,
Kpnl, Notl y BglIl (New England BioLabs, Ipwich, MA.), kit para purificacion
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega Madison, WI), ligasa T4
DNA Ligase (New England BioLabs.), alcohol absoluto, isopropanol, fenol y
cloroformo (J.T. Baker®), Lipofectamine®2000 Transfection Reagent
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(Invitrogen™ Waltham, MA) SuperScript® III First-Strand Synthesis System
(Invitrogen™), IQT™MSYBR® Green Supermix (Bio-Rad® Hercules, CA.), Medio
de cultivo DMEM Advance, RPMI 1640 y EMEM (Gibco® Waltham, MA)
Suero Fetal Bovino (Sigma-Aldrich Co.) Tripsina-EDTA 1X (Gibco®).

4.2.3 Material Biologico
Lineas tumorales, HeLa, SiHa, Colo320 y HepG2 (ATCC™ Manassas, VA.),

fibroblastos (aislados de piel humana), bacterias calcio-competentes E. coli cepa
GM2929 (E. coli Genetic Stock Center at Yale University), plasmidos
pGL3Basic, pGL3-CMV-Luc (Promega) y pUCS57-hTERT-RFP (IDT®
Coralville, IA). Constructos propios: pShuttle-hTERT-RFP y pGL3-hTERT-

Luc.

4.2.4 Instrumentacion
NanoDrop2000c (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, MA.), Centrifugas

modelos 5418 y 5810 R (Eppendorff AG), Fuente de poder PowerPac® HC (Bio-
Rad®), Fotodocumentador VisiDoc-It™ Imaging System y transiluminador
Banchtop UV Transilluminator (UVP, Jena, Alemania), Thermomixer confort
(Eppendorf AG), Termocicladores Perkin Elmer PCR system 2400 (Applied
Byosystem®) y CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad®) Balanza granataria
GX-2000 (A&D Weighing, Tokyo, Japon), micropipetas de 100 — 1000 pL, 10 —
100 uL, 0.5 - 10 uL y 0.1 — 2.5 pLL (Eppendorf AG), Incubadora Series 8000 WJ
CO; Incubator y Shaker MaxQ 4000 (Thermo Fisher Scientific Inc.), Gabinete de
bioseguridad Purifier Logic clase II tipo B2 (LABCONCO®, Kansas City, MO.),
Microscopio confocal, LSM 710 NLO (Carl Zeiss, Jena, Alemania)
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4.3 Métodos

4.3.1 Estrategia General

Estrategia general

Obj. 2
Ensayos de qPCR

Ensayos de luminiscencia

Métodos de
evaluacion

Obj. 3
~ Ensayos de microscopia

Figura 9. Estrategia general para cumplir con los objetivos propuestos en el presente
proyecto. Se realizé la construccién de pldsmidos los cuales fueron transfectados en
lineas tumorales y controles para la evaluaciéon del promotor hTERT por ensayos de
luminiscencia para cumplir con el Objetivo 1 y ensayos de microscopia confocal para
concluir con el Objetivo 3. Para cumplir con el Objetivo 2 se realiz6 una extraccion de
ARN con TRizol® y posterior produccién de ADNc para determinar los niveles mTERT
por PCR cuantitativa y correlacionar con los niveles de expresion de luciferasa

obtenidos en el Objetivo 1.

4.3.2 Construccion del plasmido pGL3-hTERT-Luc
Para la construccién del pldsmido pGL3-hTERT-Luc que se utiliz6 para evaluar la

potencia y especificidad del promotor hTERT se parti6 de obtener una amplia
concentracion de ADN plasmidico (ADNp) de los plasmidos pGL3Basic (receptor) y
pUCS57-hTERT-RFP (plasmido de clonacidn del cual se obtuvo el promotor hTERT). La
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propagacion se realizé con la transformacion de bacterias calcio-competentes de la
especie E. coli cepa GM2929, estas fueron sembradas en placas con medio selectivo LB
adicionado con ampicilina. Las colonias sospechosas con crecimiento de 16 horas a
37°C se cosecharon y se sembraron en tubos cénicos de 50 mL con caldo selectivo LB
adicionado con ampicilina y se incubaron a 37°C en agitacion. 12 horas posteriores a la
siembra se realiz6 la extraccion del ADNp por el método de lisis alcalina. E1l ADNp fue
cuantificado por espectrofotometria con el equipo NanoDrop2000c¢ (Thermo Fisher
Scientific Inc.) y posteriormente caracterizado por restriccién con una doble digestion
con las enzimas NotI-BglII (New England BioLabs). Con los pldsmidos pGL3Basic y
pUCS57-hTERT-RFP ya caracterizados se realizé una doble digestiéon con las enzimas
Xhol-Kpnl (New England BioLabs®inc.) con el objetivo de “abrir” el plasmido
receptor y obtener el promotor hTERT de nuestro plasmido “donador”. Se corrid la
digestion en un gel de agarosa al 2% para realizar la purificacion de una banda de 809 pb
que corresponde al promotor hTERT y de una banda de 4791 pb que corresponde al
pldsmido pGL3Basic linearizado, por el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega). Con el pldsmido receptor linerizado y el promotor hTERT
purificados, se realiz6 la ligaciéon con la ligasa T4 DNA Ligase (New England
BioLabs®inc.) y una proporcion de los elementos a ligar de 1:4 (vector:fragmento) en
un volumen de reaccion de 15 pL, se incubd a 16°C toda la noche y se corrié una
electroforesis en gel de agarosa de un volumen de 7.5 uLL para visualizar si fue exitosa
nuestra reaccion de ligacion. Con los 7.5 uL restantes se procedié a transformar células
calcio-competentes de la especie E. coli cepa GM2929, se sembraron en placas con
medio selectivo LB adicionado con ampicilina. Las colonias sospechosas con
crecimiento de 16 horas a 37°C se cosecharon y se sembraron en tubos conicos de 50
mL con caldo selectivo LB adicionado con ampicilina, se incubaron a 37°C en agitacion
y alas 12 horas posteriores a la siembra se realiz6 la extracciéon del ADNp por el método
de lisis alcalina. EI ADNp fue cuantificado por espectrofotometria con el equipo
NanoDrop2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.) y caracterizado por restriccion con una

doble digestion con las enzimas NotI-BglII (New England BioLabs).
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4.3.3 Transfeccion de lineas tumorales y controles (ensayo luminiscencia)
Cultivos de lineas tumorales de Hela, SiHa, Colo320 y HepG2 y fibroblastos (control)

que se encontraban en caja de cultivo de 25 cm? con una confluencia entre el 70-80%,
fueron cosechadas y contabilizadas en cdmara de Neubauer para ser sembradas 10,000
células por pozo en placas de 96 pozos (Corning Life Science®). Se sembraron 12
pozos por linea tumoral y controles para realizar triplicados de cada uno de los
tratamientos esperimentales. En la Figura 10 se muestra la distribucién de las lineas
celulares y en la Tabla 1 la distribucién de los respectivos tratamientos. La placa fue
incubada a 37°C, 5% de CO; por 12 horas, para posteriormente realizar la transfeccion
con Lipofectamine®2000 Transfection Reagent (Invitrogen™) siguiendo las
indicaciones del fabricante. La placa se incubd a 37°C, 5% de CO, por 48 horas.
Cumplido el tiempo de incubacion se realizaron los ensayos de luminiscencia con el kit
Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega) siguiendo las indicaciones del
fabricante, realizando la lectura en el equipo GloMax®-Multi+ Microplate Multimode

Reader with Instinct® (Promega).
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Figura 10. Se muestra la distribucién de la placa para realizar los ensayos de
luminiscencia. Fila A Fibroblastos, Fila B HeLa, Fila C SiHa, Fila D Colo320 y Fila E
HepG2.

N T

Columnas 1-3 Células tratadas con
lipofectamina sin plasmido

Columnas 4-6 Células transfectadas con
pGL3Basic

Columnas 7-9 Células transfectadas con
pGL3-hTERT-Luc

Columnas 10-12 Células transfectadas con

pGL3-CMV-Luc

Tabla 1. Muestra la distribucion de los diferentes tratamientos a evaluar en los ensayos

de luminiscencia.

4.3.4 Extraccion de ARN
Para cumplir con el objetivo 2 se realizé la extraccion de ARN total con el reactivo

TRIzol® Reagent (Invitrogen™) a las lineas tumorales HeLLa, SiHa, Colo320, HepG2 y
fibroblastos (control), que se encontraban en cultivo en cajas de 75 cm? con una
confluencia entre 70-80%. Como primer paso se retir6 el medio y se realizaron 2
lavados con PBS 1X (volumen necesario para cubrir la superficie de la caja) se descartd
el PBS y se agregd el TRIzol® Reagent (Invitrogen™) 1 mL por cada 10 cm? a
continuacion se siguieron las indicaciones que indica el fabricante. Se usé de agua
DEPC vy posterior a la extraccidon por fenol-cloroformo mantener la muestra en hielo
durante todo el proceso. Después de realizada la extraccion, el ARN se cuantifica por
espectrofotometria con el equipo NanoDrop2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.).
Conociendo las concentraciones obtenidas se realizaron los cdlculos para conocer el

volumen a agregar en nuestra reaccion de retro-transcripcion.
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4.3.5 Sintesis de ADNc
Para obtener el ADNc se utiliz6 el kit de retro-transcripcién SuperScript® III First-

Strand Synthesis System (Invitrogen™). La primera etapa es la de alineamiento del
oligo dT reaccién que se compuso de 6 uL de la muestra se adiciond 1 uL de primer (50
uM oligo dT) més 1 uL del RT Buffer para un volumen final de 8 pL. Se realiz6 una
incubacién de 65°C por 5 minutos para el alineamiento del oligo dT en el termociclador
Perkin Elmer PCR system 2400 (Applied Byosystem®) se colocé en hielo y se agregd
los demds componentes de la reaccion de retro-transcripcion, 10 puLL de 2X First-strand
Reaction Mix, 2 uL de SuperScript I[II RT/RNAseOUT Enzyme Mix y se llevo a cabo el

programa que se muestra en la Tabla 2 para la sintesis del ADNc.

50°C 50’
85°C 5

Tabla 2. En la primera columna se muestran las temperaturas requeridas para la sintesis

del ADNc y en la segunda los respectivos tiempos.

4.3.6 PCR cuantitativa
Para realizar la cuantificacion relativa del transcrito de hTERT se utilizaron los

siguientes primers: Fwd 5-_ AGATCCTGGCCAAGTTCC-3 y Rv 5’-
GCAGAGGTCAGGCAGCAT- 3°, utilizando B-actina como gen endégeno usando el

siguiente par de primers: con el programa que se muestra en la Tabla 3. La cantidad de
ADNCc que se le agreg6 a la reaccion fue de 50 ng por pozo y se realizarén 3 repeticiones
por cada linea tumoral y control para cada gen evaluado en el equipo de tiempo real

CFX96™ Real-Time System (Bio-Rad®).
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Condiciones
Desnaturalizacion95°C 5’

Desnaturalizacion95°C 30" .
40 ciclos

Alineamiento 60°C 1’

Extension final 72°C 3’

Tabla 3. Programa de temperaturas y tiempos para realizar la PCR.

4.3.7 Transfeccion de lineas tumorales y controles (ensayo microscopia
confocal)
De cultivos de lineas tumorales de Hela, SiHa, Colo320 y HepG2 y fibroblastos

(control) que se encontraban en caja de cultivo de 25 cm? con una confluencia entre el
70-80%, fueron cosechadas y contabilizadas en cdmara de Neubauer para ser sembradas
a 1 millén de células por pozo en 2 placas de 6 pozos (Corning Life Science®). Se
sembraron 2 pozos por linea tumoral y controles, un pozo para las células sin transfectar
y el otro pozo para las células que fueron transfectadas. La placa fue incubada a 37°C
5% de CO, por 12 horas, para posteriormente realizar la transfeccion del plasmido
pShuttle-hTERT-RFP  con  Lipofectamine®2000  Transfection = Reagent
(Invitrogen™) siguiendo las indicaciones del proveedor. La placa se incub6 a 37°C, 5%
de CO; por 48 horas, cumplido el tiempo de incubacion se realizaron los ensayos de

microscopia confocal con el equipo LSM 710 NLO (Carl ZEISS).
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Capitulo 5
Resultados

5.1 Construccion del plasmido pGL3-hTERT-Luc

La Figura 11 corresponde a los geles que confirman la identidad de los pldsmidos
pGL3Basic y pUC57-hTERT-RFP por presentar los patrones electroforéticos propios a
la doble digestién con las enzimas Notl-Bglll, teniendo la certeza de contar con los
plasmidos correctos se realizaron las restricciones propias para generar el plasmido
pGL3-hTERT-Luc. Se realiz6 la doble digestion a los pldsmidos caracterizados, con las
enzimas Xhol-Kpnl de la cual se muestra los geles en la figura 12 con los patrones
electroforéticos propios de cada pldsmido digerido. Con los componentes de la
construccién  purificados se procedié a realizar la ligacién para obtener nuestro
plasmido pGL3-hTERT-Luc, las colonias sospechosas que presentaron resistencia al
antibiotico de seleccion fueron caracterizadas por restriccion con una doble digestion
con las enzimas Notl-Bglll. En la Figura 13 se muestra el gel que corresponde a dicha
restriccion, resultando en el patrén electroforético caracteristico del pldsmido pGL3-

hTERT-Luc.
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pGL3Basic (Not | — Bgl I1)

narker unneth, CpG

# Ends Coordinates | Length (bp)
10000 1 | BglII-Notl 37-4651 4615
2 | NotI-BgllI 4652-36 203
5000 - — —
S ot 1 3000pb
= — Bglll
4000 — | 2000ph [P
— 1500phb @S
500 | = Vo ]
4818 bp
1004 ——
=
Gel de agarosa al 1%
Marcador de peso .
molecular 100pb pGL3Basic

L=1102 mm OK

narker unneth, CpG £ Eiis
o i 1| BgllI-Notl
2 | Notl-Bglll
10000 —
Wy = ——  pUC57-hTERT-RFP
Not1
1000 _
] “ _ u _ - o=
500 = 4172 bp e et Gl tead W e 1526 pb
Bglll
100

Figura 11. Geles que corresponden a la caracterizacion de los plasmidos pGL3Basic y
pUCS7-hTERT-RFP con los respectivos andlisis in silico por la herramienta

bioinformatica de NebCutter 2.0 de la compafiia New England BioLabs®inc.
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1000

100

10000

1000

500

100

narker unneth, CpG

Marcador  de
molecular 100pb

narker unneth, CpG

Gel de Agarosa al 1%
Marcador de peso
molecular 100pb

Gel de agarosa al 1%

peso

# Ends | Coordinates | Length (bp)
1 [ XholI-Kpnl 33-5 4791
2 [ KpnlI-Xhol 6-32 27

Kpnl
*Xhol
e ]
4818 bp
&
pGL3Basic

# Ends Coordinates | Length (bp)
1| Kpnl-Kpnl | 1622-401 2953
2 [Kpnl-XhoI| 402-1210 809
3| Kpnl-KpnI | 1364-1621 258
4 | XhoI-Kpnl | 1211-1363 153

4173 bp

T #xhol
% Kpnl

Kpnl

pUC57-hTERT-RFP

1500pb

1000pb
20350

100pb

Figura 12. Geles correspondientes a los resultados de la doble digestion Xhol-Kpnl a los

plasmidos pGL3Basic y pUCS57-hTERT-RFP, presentando el patrén electroforético

caracteristico para la posterior purificacion de las bandas correspondientes de 4,791 pb

que representa el plasmido pGL3Basic linearizado y la banda de 809 pb correspondiente

al promotor hTERT.
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molecular 100pb
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# Ends | Coordinates | Length (bp)
1| BgllI-Notl [ 819-5433 4615
2 [ Notl-Bglll 9-818 810
3 | Notl-Notl 5434-8 175
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pGL3-hTERT-Luc

ot I

ot 1

=

5600 bp

Bglll

Figura 13. Muestra el gel de la caracterizacion de las colonias sospechosas resultando en

la obtencién de 7 clonas con patrén electroforético caracteristico del constructo pGL3-

hTERT-Luc, lo que permitié realizar la evaluacién de la potencia y especificidad del

promotor hTERT por ensayos de luminiscencia.
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5.2 Ensayos de Luminiscencia

Se observa en la Figura 14 el comportamiento de las unidades relativas de luminiscencia
en cada una de las lineas tumorales y fibroblastos transfectados con los diversos
plasmidos. Se observa la especificidad del promotor hTERT, pues la expresion de
luciferasa modulada por este promotor solo se presenta en lineas tumorales, lo que no
ocurre en los fibroblastos, pero también muestra variabilidad de la expresién de
luciferasa en cada linea tumoral, Observandose que alcanza altos niveles en Colo320,
pero muy bajos niveles en HeLa SiHa y HepG2. En cuanto a la potencia del promotor
hTERT se hace una comparacion con el promotor viral CMV. Dicha comparaciéon
muestra que el promotor hTERT es en promedio 4 veces menos potente respecto al

promotor viral.

7000
6000
5000

4000 ] M Basic
:[ W hTERT
3000 CMV

RLU

2000

1000 o i
0 e I _i Ii = ———

Fibroblastos Hela SiHa Colo320 HepG?2 P<0.05

-1000 1:2 1:4 1:4 1:4 1:5

Figura 14. Andlisis de expresion de luminiscencia, se observa las unidades relativas de
luminiscencia resultantes de cada linea tumoral evaluada con las distintas transfecciones

plasmidicas.
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5.3 PCR cuantitativa

Se realiz6 una cuantificacién relativa de la expresion del transcrito de TERT con el
objetivo de correlacionar los niveles de éste con los resultados del ensayo de
luminiscencia, estos resultados se resumen en el Figura 15 se representa una relacién de
la expresion del transcrito de TERT en lineas tumorales respecto a los niveles
expresados en fibroblastos. Se observa que los niveles del transcrito de TERT en la linea

tumoral Colo320 son 989 veces mayor que los niveles que se expresan en los

fibroblastos.
hTERT

1200

L 989.1323534

1000
o
Q
@
= 800
2
3
o 600
3
3 400
°
b
ea 2421940752

200

83.86632564
1 8.897214649
0
Fibroblastos Hela SiHa Colo320 HepG2

Lineas tumorales

Figura 15. Relacion entre el nivel de expresion del transcrito de TERT respecto al de

fibroblastos.
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La correlacion de los niveles del transcrito de TERT y los niveles de expresion en los
ensayos de luminiscencia se muestran en el Figura 16, la expresion del transcrito de
TERT comparada con las unidades relativas de luminiscencia muestran correlaciéon en
algunas de las lineas tumorales evaluadas, siendo la linea Colo320 la que resulta con un
mayor nivel de expresion del transcrito de TERT lo cual correlaciona con los niveles
altos de unidades relativas de fluorescencia, de igual manera los niveles de expresion en

la linea HeLa correlacionan no asi para las lineas tumorales SiHa y HepG2.

Comparacion Luminiscencia vs mRNA hTERT

1800
1600
1400
1200
1000

800

600

400

200 l
, ] -

Fibroblastos Hela SiHa Colo320 HepG2

hTERTIuc MhTERTpcr

Figura 16. Comparacion de los niveles de expresion del transcrito de TERT y los niveles

de RLU en cada una de las lineas tumorales a evaluar.
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5.4 Ensayos de Microscopia Confocal

La trasnfeccion de las lineas tumorales con el plasmido pShuttle-hTERT-RFP permitio
evaluar la expresién de la RFP como molécula reportera. En la Figura 17 se observan
las micrografias que resultaron del ensayo de microscopia confocal, observando
claramente la especificidad en la expresion de la RFP en las lineas tumorales, expresion
que no se presenta en los fibroblastos. La expresion estd dirigida por el promotor
hTERT. La evaluacién cualitativa de estas micrografias nos sugiere poca intensidad en

la sefial fluorescente y una expresion variable entre las lineas tumorales evaluadas.
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Figura 17. Micrografias adquiridas con

(ZEISS).

el microscopio confocal LSM 710 NLO
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Figura 18. Barridos espectrales

En la Figura 18 se muestran los barridos espectrales, de células no transfectadas y
células transfectadas. Los barridos muestran que en las células no transfectadas se
presenta una sefial fluorescente en un rango de longitud de onda entre 500 — 550 nm y
para el barrido espectral de células transfectadas se presenta una sefial fluorescente en un

rango entre 600 — 650 nm, sefial ausente en las células no transfectadas.

Colo320
++++

Figura 19. Se muestra una micrografia de una célula con una sefial fluorescente intensa
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Capitulo 6

Discusion

6.1 Analisis de la potencia y especificidad del promotor hTERT en lineas tumorales
y controles.

Para el andlisis de la potencia del promotor hTERT se realiz6 una comparacién con el
nivel de expresion de luciferasa por el promotor viral CMV. Los resultados indican que
el promotor hTERT es cuatro veces menos potente con respecto del promotor CMV, esta
relacion se estableci6 en la mayoria de las lineas tumorales transfectadas. Respecto a la
especificidad. El promotor hTERT, resulta ser especifico. Este promotor conduce solo
la expresion de luciferasa en lineas tumorales, mientras que en fibroblastos la expresion
fue rminima, ésta expresion en fibroblastos puede ser debido a la presencia de sitios
cripticos reportados en el plasmido pGL3Basic en el cual se afiadi6 el promotor hTERT.

€1y

Los niveles de expresion de luciferasa en las lineas tumorales mostraron una gran
variabilidad, que se explica por las diferencias en la maquinaria transcripcional de los

diferentes tipos de lineas tumorales.

6.2 Correlacion de la expresion del transcrito de hTERT con la expresion de
luciferasa en lineas tumorales y controles.

En la mayoria de los casos la expresion de hTERT estd estrechamente correlacionada
con la actividad de telomerasa y con la iniciacién y progresién del cadncer. hTERT es
transcripcionalmente reprimido en muchas células normales y se reactiva o sobre-regula
durante la inmortalizacion.(32)(33) Los resultados experimentales presentados en la
Figura 15 demuestran la diferencia en los niveles de transcrito hTERT de lineas
tumorales (células inmortalizadas) respecto a fibroblastos (células normales). El
transcrito hTERT es el elemento limitante para la activaciéon de la expresion de la
telomerasa. (32)(33) esto hacia suponer que existiera una correlacion directamente
proporcional entre los niveles de transcrito hTERT y las RLU obtenidas en los ensayos

de luminiscencia en todas las lineas tumorales evaluadas. Los resultados fueron
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variables (Figura 14) en cada una de las lineas tumorales. Se sugiere tal variabilidad por
las diferencias en los elementos que regulan la expresion de hTERT entre lineas

tumorales.

6.3 Evaluacion de la expresion de la proteina RFP en lineas tumorales y controles.

En las micrografias se confirma la especificidad del promotor hTERT, pues es carente
la sefial de fluorescencia roja en los fibroblastos transfectados. Se sabe que esta
especificidad es por la falta de actividad de la telomersa en el tipo celular de
fibroblastos, en este tipo celular no se tiene el “switch” para encender la maquinaria para
producir la proteina fluorescente. (34) Las lineas tumorales presentan células con sefial
fluorescente, pero al igual que los ensayos anteriores, estas presentan una variabilidad
entre lineas tumorales. La variabilidad es debido, a las diferencias en los mecanismos
regulatorios de la expresion de hTERT, elemento determinante para el encendido del

promotor. (32)(33)

El barrido espectral confirma estas observaciones microscopicas.
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Capitulo 7

Conclusiones

Se evalu6 la potencia del promotor hTERT mediante ensayos de luminiscencia,
resultando 4 veces menos potente respecto al promotor viral CMV y mostrando una alta
variabilidad en las diferentes lineas tumorales ensayadas. Respecto a la especificidad, el

promotor hTERT resulta ser especifico para dirigir la expresion de Luc s6lo en células

transformadas.

No se presenta una correlacion entre la expresion del transcrito hTERT con la expresion
de Luc en las lineas tumorales y fibroblastos evaluados. Los resultados muestran una
alta variabilidad en la relacion entre la expresion de Luc y la expresion del transcrito

hTERT en las lineas tumorales ensayadas.

Mediante los ensayos de microscopia confocal se evalud la expresion de RFP, en las
lineas tumorales transfectadas se presenta una sefial fluorescente correspondiente a la
RFP, sefal carente en fibroblastos. Estos resultados confirman la especificidad del
promotor hTERT. Sin embargo, la intensidad en la sefial de la RFP es variable entre las
lineas tumorales ensayadas, misma variabilidad presente en los ensayos de

luminiscencia.

Como conclusiéon general, los resultados de la evaluacion del promotor hTERT in vitro,
evidencian variabilidad en la expresion de las diferentes moléculas reporteras, en las
diferentes lineas tumorales ensayadas, Lo que permite concluir que el uso del promotor
hTERT para el desarrollo de un vector que permita la identificaciéon de CTCs, no es

satisfactorio.
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