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RESUMEN

La hipoxia es una caracteristica comun en los tumores sélidos, contribuyendo
local y sistémicamente a la progresion tumoral, ademds de la falta de respuesta a la
radioterapia y quimioterapia. La presencia de regiones hipdxicas en neoplasias malignas
es uno de los factores predictivos mas importantes, debido a que induce una amplia
gama de respuestas fisioldgicas y desempeiia un papel crucial en la patogénesis de varias
enfermedades humanas. Paraddjicamente la hipoxia también es un blanco terapéutico
atractivo ya que se produce hipoxia severa solo en el tejido del tumor sélido. El sistema
de regulacion HRE/HIF1 es comun en todas las células de mamiferos y tejidos humanos,
se puede utilizar para lograr la expresion selectiva de genes terapéuticos en condiciones
de hipoxia. Cuando HREs derivados de diferentes genes se colocan en pldsmidos y
sistemas de vectores virales, confieren inducibilidad hipéxica sobre los promotores
heter6logos en varios tipos de células por lo que la hipoxia puede ser explotada para el
tratamiento de cdncer selectivo. En el presente trabajo se cred y caracterizé el vector
hipoxico pHRE-Luc y se comprob6é su funcionalidad en la linea celular B16F10
mediante la medicién de la expresion génica del gen reportero luciferasa en condiciones
de hipoxia y normoxia bajo la influencia de 6 copias de elementos sensible a la hipoxia
(HRE) del gen de la eritropoyetina (Epo). Los resultados muestran que en condiciones
de hipoxia, el vector pHRE-Luc (6HRE-Luc) fue 4 veces més eficiente que en normoxia
para inducir la expresion génica. Este vehiculo proporciona las bases para plantear un
sistema sitio dirigido a las regiones hipdxicas de los tumores para terapia génica

especifica del cancer.
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ABSTRACT

Hypoxia is a common feature in solid tumors that contributes locally and
systemically in tumor progression, in addition to lack of response to radiotherapy and
chemotherapy. The presence of hypoxic regions in malignant tumors is one of the most
important predictors, also induces a wide range of physiological responses and plays a
crucial role in the pathogenesis of several human diseases. Paradoxically hypoxia is also
an attractive therapeutic target since severe hypoxia occurs only in solid tumor tissue.
The regulation system HRE / HIF1 is common in all mammalian cells and human
tissues, it can be used to achieve selective expression of therapeutic genes under hypoxic
conditions. When HREs derived from different genes are placed on plasmids and viral
vector systems confer hypoxic inducibility on heterologous promoters in several cell
types. Hypoxia can be exploited for selective treatment of cancer. In this work, it was
created and characterized a hypoxic vector pHRE-Luc, and its functionality was
confirmed in the cell line B16F10 by measuring gene expression of the luciferase
reporter gene in the hypoxia and normoxia condition under the influence of six copies of
a hypoxia responsive elements (HRE) from the erythropoietin gene (Epo ). The results
show that under hypoxia, the pHRE-Luc (6HRE-Luc) vector was 4 times more efficient
than in normoxia to induce gene expression. This vehicle provides the basis for raising a

site system designed to hypoxic regions of tumors for specific cancer gene therapy.

XV



1. INTRODUCCION

El cancer es un grupo de enfermedades que constituye un crecimiento anormal de
las células causado por multiples cambios en la expresién de genes que conducen a una
pérdida del equilibrio de la proliferaciéon y muerte celular. Los tumores sélidos se
caracterizan por una baja tension de oxigeno en células y tejidos que se conoce como
hipoxia, contribuyendo local y sistemdticamente a la progresiéon tumoral, ademds de la
falta de respuesta a la radioterapia y quimioterapia, la cual promueve la induccién
transcripcional de una serie de genes que participan tanto en la angiogénesis, el
metabolismo del hierro y la glucosa, asi como en la supervivencia y la proliferacion

celular.

El factor de transcripcion HIF-1 es el mayor regulador de la adaptacion del tumor
a la hipoxia, induciendo la expresion de muchos genes que permiten a las células
sobrevivir en estas condiciones (Arvelo y Cotte, 2009; Monti y Gariboldi, 2011). La
presencia de regiones hipoxicas en neoplasias malignas es uno de los factores
predictivos y mds importantes, también induce una amplia gama de respuestas
fisiolégicas y desempefia un papel crucial en la patogénesis de varias enfermedades

humanas (Lee et al., 2006).

Muchos genes sensibles a hipoxia son regulados por elementos de respuesta a
hipoxia (HRE) y el dominio (b HLH-PAS), localizados dentro de regiones potenciadoras
de estos promotores, las secuencias contienen 5' (A/G) CGT (G/C) (G/C) -3, estos
elementos se encuentran a diferentes distancias y orientaciones de las regiones
codificantes de varios genes regulados por hipoxia. Tipicamente contiene varios sitios de
unidn de factores de transcripcion, uno de los cuales es esencial para la hipoxia mediante

la unién de HIF 1 (Greco et al., 2002).

Paradéjicamente la hipoxia también es un blanco terapéutico atractivo, ya que se
produce hipoxia severa solo en el tejido del tumor solido (Denny, 2000; Baumann et al.,

2008).



El sistema de regulaciéon HRE/HIF1 es comun en todas las células de mamiferos
y tejidos humanos, se puede utilizar para lograr la expresion selectiva de genes
terapéuticos en condiciones de hipoxia. Cuando HREs derivados de diferentes genes se
colocan en plasmidos y sistemas de vectores virales, confieren inducibilidad hipéxica
sobre los promotores heterélogos en varios tipos de células, por lo que la hipoxia puede
ser explotada para el tratamiento de cdncer selectivamente. En este estudio se construyo
el vector pHRE-Luc que cuenta con un promotor regulado por hipoxia, el cual contiene
6 repeticiones en tindem de los HRE. El vector fue transfectado a células de melanoma
murino en condiciones de normoxia e hipoxia mimética durante 24h, obteniendo una
mayor expresion del gen reportero en condiciones de hipoxia. También se probd un
RNA de interferencia dirigido a HIF, que es una proteina necesaria para la activacion del
promotor de pHRE-Luc, el RNA de interferencia redujo significativamente la expresion
del gen reportero en condiciones de hipoxia, esto comprueba que el promotor de hipoxia

es dependiente de HIF.



2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del cancer.

Céncer es el nombre general para un grupo de mds de 100 enfermedades, aunque
hay muchos tipos de cédncer, en un inicio las células anormales crecen
descontroladamente, los cdnceres no tratados pueden causar enfermedades graves e
incluso la muerte. El crecimiento celular del cincer es diferente al de las células
normales, en lugar de morir, contindan creciendo y forman nuevas células anormales,
las cuales pueden invadir otros tejidos, algo que las células normales no pueden hacer.
Las células se transforman en células cancerosas debido a cambios en su ADN (acido
desoxirribonucleico) el cual se encuentra en cada célula y dirige todas sus acciones. En
una célula normal, cuando el ADN se dafa la célula repara el dafio o muere. En las
células cancerosas el ADN dafiado no se repara, la célula no muere y se pueden dividir

sin parar formando tumores.

Una caracteristica de los tumores, es el nivel bajo de oxigeno lo que genera
hipoxia. La hipoxia intratumoral se ha considerado una fuerza que conduce a la
progresion tumoral con prondstico negativo en los pacientes (Greijer y Wall, 2004;

Lopez, 2006; Monti y Gariboldi, 2011; Xu et al., 2013).

2.2 Hipoxia y su relacion con el cancer.

El suministro adecuado de oxigeno a los tejidos es esencial para el
mantenimiento de la funcién de las células de mamiferos (Greer et al, 2012). La
hipoxia tisular se produce cuando hay un desequilibrio entre la oferta y el consumo de
oxigeno (Gilany y Vafakhah, 2010). La deficiencia en este suministro caracteriza
aquellas situaciones fisiopatoldgicas tales como insuficiencia circulatoria, el infarto y la
isquemia cerebral en la cuales existe insuficiente flujo sanguineo para proporcionar la

oxigenacion necesaria (Zitta et al., 2010; Greer et al., 2012).



La creciente evidencia, estudios clinicos y experimentales sefiala el papel
fundamental y fisiopatolégicos de la hipoxia en el cancer (Gilany y Vafakhah, 2010).
Las células tumorales muy proliferativas forman rdpidamente masas, que al estar
localizadas lejos de los vasos sanguineos, no alcanzan el aporte necesario de oxigeno y
nutrientes, en tales condiciones el factor inducible por hipoxia (HIF) se activa y, a su
vez, activa o reprime la expresion de una amplia variedad de genes que inician la
formacién de nuevos vasos sanguineos y modifican el metabolismo, estableciendo asi
las condiciones favorables para el desarrollo de la masa tumoral y su proliferacion

(Denny, 2010).

La hipoxia que se observa con frecuencia en los tumores sélidos (Figura 1), ha
sido identificada como un importante pronostico negativo. Debido a una menor
disponibilidad del oxigeno en el tumor, aumenta la resistencia a radioterapia,
quimioterapia, farmacos, ademds activa una cascada sefializadora que promueve la
induccién o represion de la transcripcion de una multitud de genes implicados en
eventos tales como: la angiogénesis, metabolismo del hierro y la glucosa, recurrencia
local, aumento de metdstasis, muerte celular y baja supervivencia en los pacientes

(Boticario y Cascales, 2010; Denny, 2010; Xu et al.,2013).

Tumor Microenvironment

Solid Tumor

Necrosis

S~ e

. Hypoxic
we'w

w Normoxic : 0

Nutrient
Blood vessel

Figura 1. Microambiente tumoral. Concentracién de oxigeno en tumor sélido (Thomas Stefani et al.,

2013).



Existen cinco grupos de genes que son de importancia relevante para el
desarrollo del cancer, cuya expresion se induce por HIF-1 y codifican las siguientes
proteinas: factores angiogénicos, transportadores de la glucosa, enzimas glucoliticas,
factores de supervivencia y factores de invasividad (Aquino y Gonzdlez, 2010). La
modulacién de los genes estimulados por el HIF, implicados en el metabolismo tumoral
y el control de pH intracelular, pueden ser de gran utilidad en la terapia del cdncer. Sin
embargo, antes de intentar profundizar en la aplicacidn clinica es esencial poseer mayor
conocimiento bésico de la vias sefializadoras, de los mecanismos moleculares que
regulan HIF y de la consecuencias bioldgicas de su accion en el metabolismo tumoral,

crecimiento e invasion (Boticario y Cascales, 2010; Greer et al., 2012).
2.3 Factor inducible por hipoxia (HIF).

Los estudios sobre el elemento de respuesta a hipoxia del gen de la eritropoyetina
condujeron a Samenza y Wang en 1992, al descubrimiento de HIF-1 y en 1995 a su
aislamiento y purificacion a partir de extractos nucleares (Hu er al., 2013). HIF es un
factor de transcripcion regulador maestro de la adaptacion celular a la falta de oxigeno.
HIF funciona cando el nivel de oxigeno en los tejidos es bajo y no funciona cuando
dichos nivel se eleva (Liu et al., 2012). HIF es una proteina o/f heterodimérica que
comprende una subunidad o 1abil, que depende del oxigeno, y una subunidad j estable
no dependiente del oxigeno, también denominada ARNT (Srinivasan y Dunn, 2011;
Zhou et al., 2011; Xu et al., 2013). Una tercera proteina relacionada es HIF-3a, que
parece funcionar inhibiendo la HIF-1 a (Aquino y Gonzélez, 2010).

La subunidad HIF-1f, se expresa constitutivamente y la subunidad HIF-1a la
cual es codificada por dos genes en mamiferos (HIFla, HIF2a) se expresa de forma
ubicua en el organismo, mientras HIF2-a su distribucion tisular es mas restringida
incluyendo células endoteliales vasculares, células renales, hepatocitos y miocardiocitos,
la expresidon de estas subunidades alfa se encuentra enormemente regulada (Aquino y

Gonzdlez, 2010; Monti y Gariboldi, 2011).



La expresion de ésta tltima la determina el ritmo de su sintesis y degradacion. La
sintesis de HIF-1 o esta regulada por mecanismos independientes del oxigeno, mientras
su degradacion es regulada principalmente por mecanismos que dependen del oxigeno.
A la fecha se han identificado mds de 200 genes cuya expresion se activa por HIF (Hu et

al., 2013).

La expresion de varios de los genes blancos de HIF-1, tales como el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), se induce por hipoxia en la mayoria de tipos
celulares. Sin embargo, para la mayoria de los genes blanco de HIF-1, la expresion se
induce por hipoxia de manera especifica al tipo celular. Como la actividad de HIF-1 se
induce por hipoxia en casi todos los tipos celulares, estd claro que HIF-1 por si solo, no
puede explicar la expresion génica especifica, mds bien, es la interaccién funcional del
HIF-1 con otros factores de transcripcion y cofactores como: PACF, P300 / CBP factor
asociado y hsp90, lo que determina el subgrupo de genes blanco de HIF-1 que se activa
en cualquier célula hipoxicas particular. HIF-1 puede ser considerado como un
mensajero que se traslada al ndcleo para activar la respuesta a la hipoxia a nivel

transcripcional (Boticario y Cascales, 2010).
2.3.1 Estructura y dominios.

El gen de HIF-1a esta localizado en el cromosoma 142124, compuesto por 15
exones en una region de 53Kb de ADN genomico. Este gen codifica para una proteina

de 826 aminoécidos con un peso molecular de 120-130 kDa (Aquino y Gonzélez, 2010).

La mitad del dominio N-terminal contiene motivos bHLH-PAS implicadas en la
respuesta a la hipoxia y necesarios para la dimerizacion, cuya region bdasica es la que
proporciona la unién especifica al HRE (elementos de respuesta a hipoxia), en la

secuencia de reconocimiento 5 T/A/G-CGTGH-3 (Figura 2).
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Figura 2. Elementos de respuesta a hipoxia. Secuencia de reconocimiento a HIF-1 (Olenyuk et al.,
2004).

La presencia de un sitio de union al DNA- HIF-1 es necesaria, pero no suficiente,
para dirigir la expresion de genes en respuesta a la hipoxia, lo que sugiere que HIF-1 ha
de interaccionar con otros factores de transcripcién que se unen a DNA en sitios
adyacentes. PAS es un dominio Per-Arnt-Sim con sus repeticiones A y B, que se
encuentran en ambas subunidades. TAD, el dominio de transactivacion, se encuentra en
ambas subunidades en el extremo C-terminal, pero la subunidad hHIF-1a, posee otro

dominio N-TAD mas cercano al N-terminal.
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Figura 3. Estructura de HIF-1a y HIF-1p (Aquino y Gonzalez, 2010).



El C-TAD del HIF-1a es el lugar de hidroxilacién de la asparigina por el factor
inhibidor del HIF (FIH), que inhibe la actividad transcripcional de esta subunidad.
Ambas subunidades poseen también motivos NLS o sefiales de localizacién nuclear en
el N-terminal y HIF-1a, posee otro NLS cercano al C-terminal. Ademds contiene un
tnico dominio en HIF-1 a llamado dominio de degradacion dependiente de oxigeno
(ODD), que se localiza en los residuos de aminoacidos 401 +/- 603 (Figura 3) (Aquino y
Gonzdlez, 2010; Monti y Gariboldi, 2011; Hu et al., 2013).

2.3.2 Regulacion de la sintesis de HIF-1a.

Los organismos aerdbicos estdn constantemente obligados a consumir oxigeno.
Cuantas mas células estan presentes en un tejido més oxigeno se necesita. Cuando una
célula se divide y da lugar a dos células hijas, el consumo de oxigeno se eleva, por tanto
no sorprende que las vias principales que transducen sefiales proliferativas y de
supervivencia a partir de receptores de factores de crecimiento, también han de inducir
la expresion de HIF-1a como estrategia para el mantenimiento de la homeostasis del
oxigeno. Las células proliferantes expresan el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), que estimula la angiogénesis con el objeto de proporcionar la perfusion

adicional requerida para mantener la oxigenacion de un nimero mayor de células.

Ademas las células proliferantes para generar ATP utilizan la ruta glucolitica en
lugar del metabolismo oxidativo. La induccién de la angiogénesis y la glucolisis,
paralela con la proliferacion celular, estd mediada en parte por activacion de la sintesis
del HIF-1. La elevacion del HIF-1 en respuesta al estimulo de receptores de factores de
crecimiento, difiere de la elevacion del HIF-1a en respuesta a la hipoxia en dos aspectos
importantes. Primero, mientras la hipoxia eleva HIF-1a en todos los tipos celulares, el
estimulo mediante factores de crecimiento induce la expresién de HIF-la de manera
especifica del tipo celular. Segundo, mientras la hipoxia se asocia con la menor
degradacion del HIF-lo, los factores de crecimiento, citoquinas y otras moléculas
seflalizadoras estimulan la sintesis de HIF-1a via activacion de la fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K) o de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK) (Figura 4)
(Boticario y Cascales, 2010).
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Figura 4. Regulacion de la sintesis de la proteina HIF-1a. (Hu ef al., 2013).

La expresion de la proteina HIF-1a es muy sensible a cambios en su ritmo de
sintesis debido a su vida media extremadamente corta en condiciones no hipdxicas.
Ademais de los efectos sobre la sintesis de HIF-1a, se ha demostrado que la activacion de
la via sefializadora RAF-MEK-ERK estimula la funcién del dominio de transactivacion
de HIF-1a. Este efecto se debe, al menos en parte, a la fosforilacion por ERK del
coactivador p300, con el cual interaccionan los dominios de transactivacion. A
diferencia de la hipoxia, que induce la estabilidad y actividad transcripcional de HIF-1a
en todos los tipos celulares, la regulacién de la actividad HIF-1 por sefalizacién por
factores de crecimiento es especifica de la célula. Las mutaciones oncogénicas que
activan las vias de transduccién de sefiales, inducen la actividad de HIF-1a por varios
mecanismos. Las mutaciones de pérdida de funcién en genes supresores de tumores se

asocian con mayor actividad del HIF-1 (Boticario y Cascales, 2010; Hu et al., 2013).



La pérdida de la funcién VHL origina una elevacion notable en la actividad HIF-
1 en condiciones no hipdxicas, debido a la alteracion en la ubiquitinacién y posterior
degradacion por el proteosoma del HIF-1a y HIF-2a. Aunque la regulacién, dependiente
del O2, de la transactivacion estd todavia intacta, FIH-1 puede llegar a ser limitante en
condiciones de sobreexpresion de HIF-1a y HIF-2a, que conducirian a un incremento en
HIF1 transcripcionalmente activo, en condiciones no hipdxicas, en células carentes de
VHL. Para algunos otros oncogenes y genes supresores de tumores, la mutacién no solo
tiene un efecto marcado en la progresion al céncer, sino también sobre la actividad del
HIF-1 (Boticario y Cascales, 2010).

Algunos factores de crecimiento, como el factor de crecimiento insulinico 2
(IGF2) y el factor transformante del crecimiento alfa (TGFa), son también genes
objetivos de HIF-1. La unién de estos factores a sus receptores como el receptor del
factor de crecimiento insulinico 1 (IGF1R) y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), respectivamente activan vias de transduccién de sefales que
conducen a la expresion del HIF-1a y a la proliferacion y supervivencia celulares. Por
tanto, el HIF- 1 contribuye a las vias de sefializacion autocrinas que son cruciales para la
progresion al cancer. Los mecanismos que conducen a los elevados niveles de HIF-1a
han sido esclarecidos mediante experimentos en lineas celulares cancerosas y se han
complementado con demostraciones inmunohistoquimicas de sobreexpresion del HIF-1a
en biopsias de cancer humano (Boticario y Cascales, 2010; Monti y Gariboldi, 2011;

Greer et al., 2012).

2.3.3 Cambios post-traduccionales en HIF-1a

La senalizacion via factor inducible por hipoxia la requiere multiples
modificaciones post-traduccionales. Estas modificaciones son las que regulan la vida
media del HIF-1o y van a mediar su desestabilizacion y degradaciéon. Entre estos
cambios post-traduccionales cabe citar: las prolina hidroxilasas, la unién a la proteina
VHL, la hidroxilacion de la asparagina, la acetilacion de la lisina y la accién de las

quinasas (Boticario y Cascales, 2010).
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Dos prolina hidroxilasas (PH) dependientes de oxigeno, que hidroxilan la
subunidad alfa del heterodimero HIF o/, determinan su estabilidad y actividad. La
hidroxilacién de los residuos de prolina en el dominio de degradacién, dependiente de
oxigeno (ODDD) del HIF- 1 (prolinas 402 y 564 del HIF-1o humano), sefiala la unién
del HIF- la a un complejo ubiquitina ligasa E3 que contiene la proteina von Hippel-
Lindau (VHL). VHL junto con un grupo de proteinas, elongina B, elongina C, Cul 2 y
Rbx-1, regula la vida media de HIF-1a en células bien oxigenadas (Monti y Gariboldi,
2011; Srinivasan y Dunn, 2011; Hu et al., 2013). La interaccién del HIF-1a con VHL se
acelera por acetilacion del residuo lisina en 532, mediante una acetil transferasa
(ARD1). La eliminacién del HIF-1a ocurre mediante la ubiquitinacién post traduccional
y posterior reconocimiento por la maquinaria destructora del proteosoma (Figura 5). Asi
que, en presencia de oxigeno y pocos minutos (se estima que en menos de 5 minutos)
(Srinivasan y Dunn, 2011) después de su sintesis, la subunidad HIF-la sufre
hidroxilaciones, se ubiquitina y se degrada por el proteosoma 26s (Monti y Gariboldi,

2011).
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Figura 5. HIF1-a en niveles normales de oxigeno. (Hu er al., 2013).

La PH, de la que existen tres isoformas, se regula a varios niveles. La
concentracion de oxigeno, no solo determina la actividad PH sino también su expresion,
ya que los genes phd2 y phd3, pero no phdl, se regulan por hipoxia/HIF. Esta regulacion
feedback asegura la répida intervencion cuando la concentracion de oxigeno se

restablece a un nivel elevado (Hu et al., 2013).
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Al igual que ocurre con el HIF-1a, la PH estd sometida a la degradacién por el
sistema ubiquitina-proteosoma, pero por diferentes ubiquitina E3 ligasas, Siahl y Siah2,
las cuales a su vez, se regulan también por el HIF. Ademds de oxigeno elevado, las PH
requieren 2-oxoglutarato (2-OG) como cosustrato y ascorbato y Fex+ como cofactores
(Monti y Gariboldi, 2011; Greer et al., 2012). El 2-OG es un metabolito del ciclo
tricarboxilico (TCA), cuya concentracidn estd regulada por el propio ciclo TCA. Para
afiadir otro nivel de complejidad, el succinato producido por la reaccién hidroxilasa y

por el ciclo TCA, actia como inhibidor.

Es interesante destacar que las mutaciones en enzimas del ciclo TCA, tales como
la succinato deshidrogenasa (SDH) y la fumarato hidratasa o fumarasa (FH), se
encuentran conectadas con la tumorigénesis. Tanto la SDH como la FH se han
identificado como supresores de tumores y la pérdida de su funcién por mutaciones,

conduce a la acumulacién de succinato y fumarato, respectivamente (Hu et al., 2013).

En estas condiciones el HIF-1a es estable y el HIF-1 activa o reprime genes. Si
por cualquier razén el flujo de eventos que conduce a la destruccioén del HIF-1a no se
completara o fuera defectuoso, y alguna proteina HIF-1a escapara de la degradacion, la
actividad HIF-lo seria, no obstante, inhibida por otra hidroxilasa dependiente de
oxigeno, denominada factor inhibidor del HIF-1 (FIH). La hidroxilacién por este enzima
se verifica en un residuo asparagina (813), situado en el dominio de activacién
transcripcional, que se encuentra en el C-terminal (C-TAD) de la subunidad HIF-1a, con
la inhibicién resultante de la interaccion con las proteinas de union (CBP) a los
coactivadores transcripcionales (CREB) y p300. Asi que, las células han desarrollado un
mecanismo adicional en el caso de malfuncionamiento de la PH, aunque esto puede
reflejar también un mecanismo para la induccidon selectiva de genes (Boticario y

Cascales, 2010).
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En presencia de bajos niveles de oxigeno (hipoxia), o en condiciones de elevadas
concentraciones de especies reactivas de oxigeno, estas enzimas no funcionan, el HIF1a
es estable y tiene la capacidad de translocarse al ndcleo donde interacciona con la
subunidad beta que se expresa de manera constitutiva no influenciada por la
concentracion de oxigeno (Figura 6) (Monti y Gariboldi, 2011; Srinivasan y Dunn,
2011; Hu et al., 2013).

El complejo o/f HIF se une a secuencias consenso del ADN 5°-(A/G)CGTG-3"
denominadas: elementos de respuesta a hipoxia (HRE) que se encuentran presentes en
las regiones promotoras de los genes cuya transcripcion va a ser regulada por HIF-1a

(Aquino y Gonzalez, 2010).
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Figura 6. HIF-1a en condiciones de normoxia e hipoxia (Boticario y Cascales, 2010).
2.3.4 Importancia de HIF/HRE

Cada vez son mads los genes identificados, y se ha demostrado que al menos 70
son activados por el complejo HIF. Los mds investigados son aquellos implicados en la
angiogénesis, vasodilatacion, eritropoyesis, metabolismo anaerébico de la glucosa,
apoptosis proliferacion y supervivencia. Aunque el HIF aumenta la actividad
transcripcional de la mayoria de genes, también puede reprimir la transcripcion de otros,

mediante mecanismos ain poco estudiados.
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HIF-1 juega un papel clave en la reprogramacion del metabolismo en el céncer al
activar los genes que codifican los transportadores de la glucosa y las enzimas
glucoliticas, que incorporan la glucosa y la convierten en lactato, el desvio del
metabolismo oxidativo hacia metabolismo glucolitico, es lo que permite el
mantenimiento de la homeostasis redox y la supervivencia celular en condiciones de
hipoxia prolongada. Los niveles bajos de oxigeno son un blanco terapéutico atractivo ya
que se produce severa hipoxia solo en el tejido del tumor sélido (Denny, 2000; Baumann
et al., 2008). El descubrimiento del los complejos HIF/HRE, que median las respuestas
transcripcionales a los cambios en la concentracién de oxigeno, ha renovado el interés
por descubrir y desarrollar terapias dirigidas en base al microambiente hipéxico tumoral.
Dentro del tratamiento de pacientes con cancer la terapia génica se presenta como una
alternativa importante, sin embargo el éxito de esta terapia depende en gran medida del
desarrollo de un vector o vehiculo de envio que sea capaz de entregar de forma eficiente
y selectiva el material genético deseado en las células diana, esto se puede lograr con un
vector especifico que se active solo en las zonas hipdxicas del tumor solido (Song et al.,

2006; Boticario y Cascales, 2010).

2.4 Uso de vectores para terapia génica.

2.4.1 Definicion de vector

Se define vector como el vehiculo que transporta un gen al interior de uno o
varios hospedadores y permite su replicacion y/o expresion. Para actuar como vehiculos,
los vectores deben ser capaces de introducirse en la célula hospedadora y, una vez
dentro, replicar y producir multiples copias de si mismo (Kok et al., 1984).Todo vector
consta de una unidad bésica de replicacion, uno o varios genes que permiten su seleccion
en la célula o células hospedadoras y sitios de restricciéon que permiten la incorporacién

del ADN exdgeno (Simon y Chopin, 1988).
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El replicén basico puede provenir de un plasmido o de un bacteriéfago de ADN
de cadena doble, o de cadena sencilla si tiene intermediarios de replicacion de doble
cadena. En ocasiones, en la construccion de un vector se combinan mas de un replicon.

Algunos vectores poseen promotores inducibles, que impiden la sobre-expresion
prematura del producto, lo que resulta necesario cuando el producto puede ser téxico
para la célula hospedadora o alcanzar niveles que interfieran con la division celular
(Simons et al., 1990; Pouwels et al., 1994).

Podemos mencionar también los vectores lanzadera (“shuttle vector”);
denominando con este término a vectores de clonacion que se multiplican en al menos

dos hospedadores diferentes, frecuentemente poco relacionados.

2.4.2 Caracteristicas de Vectores génicos.

Dentro del tratamiento de pacientes con céancer la terapia génica se presenta
como una alternativa importante, sin embargo el éxito de esta terapia depende en gran
medida del desarrollo de un vector o vehiculo de envio que sea capaz de entregar de
forma eficiente y selectiva el material genético deseado en las células diana, ademds que
este vehiculo presente un minimo de toxicidad para las células normales (St George,
2003).

Muchas formas de microorganismos han evolucionado para infectar las células
con eficacia y de forma estable, mientras que evaden la respuesta inmune del huésped.
Ademds, muchos de estos microorganismos son tolerados por el sistema inmune,
incluyendo las bacterias comensales en el intestino y virus transmitidas por transfusion
en el higado. El vehiculo "ideal" de suministro de genes especializados (GDV) por sus
siglas en ingles "specialized gene delivery vehicles", debe tener el tamafio apropiado
para el embalaje de carga, la capacidad para evadir el reconocimiento inmune,

especificidad de la célula diana, y entrega eficiente de la carga (Min et al., 2010).
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Uno de los vehiculos que se han estudiado ampliamente para el envio de material
génico son los virus, los cuales son eficientes en la transfeccion a las células tumorales,
en ellos han sido desarrolladas diferentes estrategias a manera de obtener un sistema
eficaz de expresion genética, los cuales incluyen la orientacién especifica al tejido de
interés, minimizar o eliminar la expresion de genes virales que podrian llevar a la
perdida de la senal transducida, asi como métodos de identificacién de dosis respuesta
para los distintos tipos de céncer, todo esto se ha realizado para lograr obtener el mayor
beneficio terapéutico, pese a ello no se ha conseguido desarrollar un modelo idéneo, ya
que en muchos de los modelos virales se presenta cierta tasa de respuesta inmunoldgica
hacia el vehiculo lo cual disminuye el potencial del sistema, otro punto donde se
encuentra una desventaja a estos modelos es la transfeccion inespecifica, esto es, que

presentan cierta citotoxicidad a células normales (St George, 2003) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los vectores mas utilizados para el envio de material genético (Min et al.,

2010).

Vectores | Vectores Bacteriéfagos | Mini

virales bacterianos células
Orientacién natural al cancer + +++ + +
Seguro + + 4+ +
Eficiente +++ + + +
Baja produccién de costo + +++ +++ +
Produccién simple + +++ +++ +
Entrega simple ++ +++ + o+
Cantidad de carga molecular ++ +++ + +++
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Por estas propiedades no deseadas se ha buscado utilizar otros métodos de envio
de material genético en los cuales puedan evadirse contrariedades como estas. Un par de
décadas atrds se ha puesto gran interés en los denominados vectores no virales,
demarcando que son adecuados para utilizarlos como vehiculos de envio en terapia
génica respecto a su facilidad de uso, produccién a gran escala y la falta de respuesta
inmune especifica considerable hacia ellos, por esto se ha tomado en interés a una
variedad de sistemas no virales para utilizarlos en terapia génica, entre ellos se han

puesto especial atencién en las bacterias (Li y Huang, 2000) (Figura 7).
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Figura 7. Vectores no virales. Representaciéon de algunas de las diferentes alternativas de vehiculos

bioldgicos utilizados para el envio de pldsmidos y/o transfeccién de células.
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2.4.3 Vectores génicos y HRE.

El uso de hipoxia como blanco terapéutico es de reciente interés, por lo que no se
ha explotado el uso de estos vectores como tratamiento selectivo de cancer. Sin embargo
varios estudios indican que el ambiente hipéxico puede ser usado para activar la
expresion génica heteréloga impulsada por los HRE. Las secuencias HREs le confieren
al vector inducibilidad hipdxica sobre los promotores heter6logos en varios tipos de

células (Lee et al., 2006).

Algunos de los estudios que se han realizado es el de Dachs y colaboradores, quienes
mostraron que un HRE del gen fosfoglicerato quinasa 1 de ratén puede ser usado para el
control de expresion de un gen terapéutico in vitro € in vivo, Shibata y colaboradores
desarrollaron un vector sensible a hipoxia con 5 repeticiones de HRE derivados del gen
VEGEF el cual tiene una mayor regulacion de los genes heterélogos en condiciones de
hipoxia (Ruan H etal., 2001). Otro estudios donde los HRE regulan la expresién de un
gen reportero fue realizado por Lee y colaboradores donde ellos demostraron mediante
un promotor quimérico que contiene elementos de respuesta a metales y los HRE rio
arriba del promotor de CMV, es capaz de de lograr una alta expresion del gen heterélogo
en dreas especificas donde existen las condiciones de hipoxia, demostrando asi el

potencial de los HRE en la terapia génica (Lee et al., 2006).
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3. HIPOTESIS

Los elementos genéticos minimos de respuesta a hipoxia identificados en algunos
genes eucaridticos pueden ser usados para construir un promotor que sea capaz de

controlar la expresion de genes heter6logos en condiciones de hipoxia.
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4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.

Construir un vector utilizando secuencias genéticas de respuesta a hipoxia
sintéticas y analizar su capacidad de controlar la expresion de luciferasa en células

transfectadas bajo condiciones inducidas de hipoxia.

4.2 Objetivos particulares.

Seleccionar un promotor eucariote en base a las secuencias de elementos de

respuesta a hipoxia.
Diseiiar el vector que responde a hipoxia.

Analizar la regulacion del gen reportero adyacente a las secuencias génicas de
respuesta a hipoxia en condiciones de normoxia y niveles bajos de oxigeno, en

células.

Demostrar la capacidad de activacion del promotor en respuesta a condiciones de

hipoxia utilizando un ARN de interferencia.
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5. METODOS

5.1 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento.

Se utilizé la cepa DHS5 a de E. coli, para su crecimiento se empled medio de
Luria-Bertani (LB) (10g de triptona, 5g de extracto de levadura y 5g de NaCl por litro).
Los medios se inocularon de una azada de E. coli proveniente de medio sdlido y se
incubaron a una temperatura de 37°C con una agitacion de 200-400 rpm durante un
tiempo méaximo de 20h aproximadamente. Para su conservacion se resuspendié en una
mezcla a partes iguales de medio liquido fresco y glicerol al 15% v/v. La cepa se
almacen¢ a -80°C. Para la seleccion del vector se utilizé ampicilina a una concentracion

de 100 pg/ml.
5.2 Descripcion de vectores.

Para este proyecto de utilizaron cuatro diferentes vectores: el primer vector que
se utilizé fue pNFkB-Luc Clontech®, el cual responde al factor nuclear potenciador de
las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NFkB). El vector contiene el gen de
luciferasa, asi como también tiene multiples copias de secuencias consenso del NFkB
fusionadas a la region promotora de la Timidina Quinasa del Virus del Herpes Simple

(HSV-TK), un sitio de clonacion y un gen de resistencia a ampicilina (Figura 8).

lucifarase

I { pNF<B-Luc | |
'.t'-‘.mp 5.0 kb { |

Figura 8. Mapa del vector pNFkB-Luc.
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El segundo vector que se utilizé fue pUC-IDT-TK, que contiene la region
promotora del gen Timidina Quinasa de humano, este promotor fue sintetizado e
integrado en un vector de la empresa Integrated DNA Technologies® (IDT). El
promotor contiene las enzimas de restriccion Xho I 'y Nco I en sus extremos para su
posterior clonacion en otro vector, ademds de un gen de resistencia y un replicon para E.

coli. (Figura 9).

pUCIDT-TK
3377 bp

" Neol (1100}

ac operator]

Figura 9. Mapa del vector pUC-IDT-TK.
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El tercer vector que se utilizé fue pUC-IDT-6HRE, que contiene secuencias
consenso en tindem de los HRE, los cuales son una secuencia de reconocimiento de la
proteina HIF-1 o y HIF-2 a, estas secuencias en tindem fueron sintetizadas e integradas
en un vector de la empresa IDT. Las repeticiones en tindem 6HBR contiene las enzimas
de restriccién Nhe I y Xho I en sus extremos para su posterior clonacién en otro vector,

ademds contiene un gen de resistencia y un replicon para E. coli. (Figura 10).

Nhel (507}
: il
G
" Xhol (842)

pUCEIng fPH RE (lac operatar)

o

Figura 10. Mapa del vector pUC-IDT-6HRE.
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El cuarto y ultimo vector que se utiliz6 fue pHRE-Luc en el cual se integran las
secuencias consenso en tindem de los HRE unidas al promotor minimo de la Timidina
Quinasa humana. Los HRE en tdndem le confieren una inducibilidad hipdxica al
promotor heter6logo, ademds de ser una secuencia de reconocimiento de la proteina
HIF-1 o y HIF-2 o. Contiene el gen reportero de la luciferasa, una sefial de
poliadenilacién del virus del simio 40 (SV40), un gen de resistencia y un replicén para
E. coli. (Figura 11). El vector fue utilizado para los ensayos de luciferasa en normoxia e

hipoxia.

poly[A) signa

PHRE-LUC

5507 bp

Figura 11. Mapa del vector pHRE-Luc.
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5.3 Preparacion de células competentes de la cepa E. coli DH5a por cloruro

de calcio.

De una cepa previamente activada se inoculé 1ml a 100 ml de caldo LB, se
incubd a 37°C hasta alcanzar una ODgoo de 0.4, una vez alcanzada esta densidad se
transfiri6 a un tubo estéril y se incubd a 4°C por 10 minutos, posteriormente se
centrifugd a 2700g a 4°C, se tir6 el sobrenadante, se resuspendié suavemente el pellet
en la solucién fria de MgCl; - CaCl, (80mM MgClz, 20mM CaCl,), se incub6 30 min a
4°C, posteriormente se centrifugé a 2700g por 10 min a 4°C y se decant el
sobrenadante, el pellet se resuspendid en 15 ml de CaCl: frio al 0.1M, y se incubé por 10
min a 4°C, finalmente se centrifugé a 2700g durante 10 min a 4°C, se decantd el
sobrenadante, y se resuspendi6 en Iml de CaCl: frio al 0.1 M con 10% de glicerol

almacenado a -80°C.

5.4 Transformacion de células competentes.

Células calcio competentes de la cepa DH5a de E. coli. se transformaron por
choque térmico anadiendo 20 ng de pldsmido o 10 pl de mezcla de ligacién, se incubd
por 30 min a 4°C, posteriormente se volvieron a incubar a 42°C por 2 min y se

colocaron en hielo.

Una vez transformadas, las células se incubaron en 1 ml de medio LB a 37°C
durante 1h con agitacién constante. Una vez transcurrido el tiempo, se sembraron en

placas de agar LB con ampicilina a 100 pg/ml como marcador de seleccion.
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5.5 Extraccion de ADN plasmidico

-Se centrifugaron 5 ml de cultivo de bacterias en LB de 12 a 16 h de incubacién a
37°C.

-Se resuspendieron las células en 200 pl de solucion I (glucosa 50 mM, Tris-HCl
25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM) y se agit6é brevemente en un mezclador tipo
vortex.

-Se agregaron 400 pl de solucion I que se prepararon en el momento de usarse
(NaOH 0.2N, SDS 1%), se mezcl6 por inversion y se dejé en hielo por 5 min.

-Se agregaron 300 pl de solucion III (acetato de potasio 5SM, acido acético 11%
(v/v), pH 4.8), se agitd en un mezclador tipo vortex por 2 seg a méxima
velocidad.

-Se colocaron los tubos en hielo por 15 min.

-Se centrifugaron por 10 min a 4 °C para eliminar los restos celulares que
contenian ADN cromosémico. Se recuperd el sobrenadante, se le agregd 1
volumen de isopropanol y se colocaron a -20 °C durante 15 min.

-Se centrifugaron a 15000 rpm y se eliminé el sobrenadante.

-Se lavé el precipitado con etanol al 70% y se dejé secar a temperatura ambiente.

-Se resuspendio el precipitado en 40 pl de agua estéril o regulador TE.

Para la purificacion de grandes cantidades de plasmido se utiliz6 un kit comercial

(Invitrogene ® Maxi Prep) y se siguieron las recomendaciones del proveedor.

5.6 Digestiones enzimaticas

Las reacciones con enzimas de restriccién se llevaron a cabo conforme a las
instrucciones de la casa comercial (Promega®). En el caso del DNA plasmidico se

utilizaron de 1 a 3 U de enzima por pg de DNA. Las reacciones y enzimas utilizadas

se muestran en las tablas 2, 3,4 y 5.
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Tabla 2. Reaccion de la digestion de pNFkB-Luc.

Digestion de pNFkB-Luc
Agua BSA Buffer Nhe I|BamH I | DNA Total
(1x) 0.1pl/U) | (0.1pl/U) | 2pg/ul
10.5ul 0.5l 2ul I ul I ul Sul 20 ul
Tabla 3. Reaccion de la digestion de pUC IDT-TK.
Digestion de pUC IDT-TK
Agua BSA Buffer Xhol Ncol DNA Total
(1x) (0.1u1/U) | (0.1pl/U) | 2ug/ul
9.5 0.5 pul 2ul 1 ul 1 ul 6 ul 20 ul
Tabla 4. Reaccion de la digestion de pUC IDT-6HRE.
Digestion de pUC IDT-6HRE
Agua BSA Buffer Nhel Xhol DNA Total
(1x) 0.1pl/U) | (0.1pl/U) | 2pg/ul
10.5ul 0.5ul 2 ul 1 ul 1yl Sul 20 ul
Tabla 5. Reaccion de la digestion de pHRE-Luc.
Digestion de pHRE-Luc
Agua BSA Buffer Nhel BamHI DNA Total
(1x) (0.1pl/U) | (0.1pl/U) | 2ug/ul
10.5ul 0.5l 2ul I ul I ul Sul 20 pl

5.7 Electroforesis de ADN.

La separacion de pldsmidos o de los correspondientes fragmentos de DNA se

llevé a cabo en geles de agarosa a concentracion de 0.8 - 1.5% en tampén TAE (40mM

Tris-base, ImM EDTA a pH 8.0 y 4cido acético glacial).
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Las condiciones de electroforesis se modificaron en funcioén del tamafio de los
fragmentos, siguiendo las recomendaciones de Sambrook y Russell (2001). Como patron

de peso molecular se utilizé el 1Kb DNA Ladder (Promega®).

El corrimiento del gel de agarosa se realizé en un cdmara de electroforesis (Bio-
Rad®). Después el gel se tifié en bromuro de etidio y las bandas de ADN se visualizaron

el transiluminador.

5.8 Purificacion de fragmentos de ADN.

La purificacién de los productos por PCR asi como de los fragmentos de
DNA por cortes enzimdticos se realizé mediante el kit comercial "Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System" (Promega®), se cort6 la banda en el gel de agarosa y se coloco
en un eppedonf, después se afiadié solucién de unién a membrana incubando 10 minutos
a 60°C, la columna se centrifugé a 10000 g 1 minuto y se afiadi6 la solucién de lavado,

finalmente se afiadi6 agua PCR vy se recolecto por centrifugacion.

5.9 Ligacion de ADN.

En las reacciones de ligaciones se utiliz6 la enzima del fago T4
(Promega®), manteniendo en la reaccion una relaciéon de masa entre el vector y el
fragmento a ligar de 1:3, la reaccidn se llevo a cabo en un volumen de 10-20 ul a una
concentracion de ADN entre 20 y 200 ng/ul. Las mezclas de ligacion se incubaron a 4°C
por una noche. La férmula para calcular las concentraciones de inserto vector se muestra

en la (Figura 12).

ng del vector * kb del inserto * relacion inserto / vector

kb del vector

Figura 12. Férmula para ligaciones de DNA.
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5.10 Caracterizacion por PCR.

Para la caracterizacion del plasmido pHRE-Luc se recurri6 a la técnica de (PCR),
siguiendo las instrucciones de los suministradores de la Go Taq® Green Master Mix
(Promega®). La amplificacaciéon se llevd a cabo en un termociclador Multigene
Gradient (Labnet®). Los oligonucledtidos utilizados en la amplificacién se sintetizaron
en (IDT®) y se detallan en la Tabla 6. Cada una de las reacciones se sometié a 95°C
durante 5 min por un ciclo, posteriormente se amplificé por 30 ciclos 1 min a 95°C, 1
min de alineamiento a 60°C y aproximadamente 1 min por cada 1000pb de fragmento a

amplificar a 72°C. Seguido de un solo paso a 72° durante 5 min.

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados para la caracterizacion de pHRE-Luc.

Oligonucledtidos Secuencia
Fwr 1 NF-HRE AGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAA
Rev 1 NF-HRE GCGGTTCCATCTTCCAGCGGATAGAA

5.11 Condiciones de cultivo de la linea celular B16F10.

Para los estudios in vitro se utilizé la linea celular B16F10 (ATCC® CRL-
6322™) de melanoma en ratén. Las células fueron crecidas en Medio (DMEM) por sus
siglas en ingles "Dulbecco's Modified Eagle's Medium" suplementado con suero fetal
bovino al 10% y antibidtico antimicético al 1% (Invitrogen®). Se utiliz6 Tripsina/EDTA
(Invitrogen®) para disgregar las células. Las condiciones de cultivo fueron a 37°C en

una atmosfera de CO; al 5% hasta alcanzar una confluencia de 70%-80%.
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5.12 Preparacion de complejos de polietilenimina (PEI)-DNA vy

transfeccion a la linea celular B16F10.

Para este ensayo se utiliz6 la polietilenimina de 25 kDa (Sigma Aldrich®). La
cantidad de PEI se estim6 tomando en cuenta: el DNA a transfectar, la relacion N/P, y la
concentracion de NaCl de 150mM. Para formar los complejos de PEI-DNA, se
colocaron 11.3 ul de PEI y se afor6 a 100 pl de NaCl al 150 mM en un tubo eppendorf,
en otro tubo se colocaron 11.3 ug del ADN de cada plasmido y se afor6é a 100 pl.Al tubo
que contenia ADN se le agregd gota a gota la solucién con PEI, posteriormente se

incubaron durante 30 min para que formar los complejos y adquirir una carga positiva.

Para las transfecciones se utilizaron 3 pldsmidos: pNFkB-Luc, pRNA de
interferencia-HIF y pHRE-LUC. Se agregaron 1x10° células por pozo y se incubaron a
37°C hasta obtener confluencia de 80%. Las células fueron lavadas con PBS, se agregd
1 ml de medio DMEM junto con los complejos PEI-DNA., se incubaron durante 24 y
48h en condiciones de normoxia. Para inducir la expresion de HIF y simular las
condiciones de hipoxia se utilizé CoCl; a diferentes concentraciones (100uM, 150uM y
200uM), el cual se ha reportado en multiples estudios que causa un hipoxia mimética
compitiendo por el Fe+2 disponible que también actia como un cosustrato para el

funcionamiento de las PH.

5.13 Cuantificacion de luciferasa en células B16.

Para determinar los niveles de expresion del gen transfectado bajo la induccion
de los HRE adjuntos al promotor se realiz6 la medicion de luciferasa afadiendo ATP y
el sustrato luciferina al lisado celular, utilizando el luminémetro OPTOCOMP I®
(MGM Instrument, Inc). Para este ensayo se utilizé el kit de Steady-Glo® Luciferase

assay system (Promeg®), siguiendo la recomendaciones de la casa comercial.
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Las células se incubaron 24h y 48h en condiciones de normoxia e hipoxia,
transcurrido este tiempo se removié el medio de los pozos y se lavé con PBS estéril,
posteriormente se agregaron 200ul de tampoén de lisis en cada pozo , la placa se agitd
para homogenizar y se incubé 10 min a temperatura ambiente, después se transfirié la
muestra un tubo de ensayo, para agregar 200ul del reactivo reconstituido (que contiene

la luciferina) a cada tubo y finalmente se procedi6 a la cuantificacion de luciferasa.

5.14 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos en las transfecciones se
determino mediante la prueba de ANOVA vy se efectud una comparacion de medias por

la prueba de Tukey no paramétrico. Los andlisis se realizaron utilizando el programa

SPSS version 17.0.
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6. RESULTADOS

6.1 Identificaciéon de los elementos de respuesta a hipoxia.

Se analizaron in silico secuencias consenso reguladoras compuestas de un sitio
de unién a HIF muy conservado o elementos de respuesta a hipoxia, basados en las
secuencias reportadas de los sitios de unioén consenso de HIFla (5-CGTG-3") y HIF2a
(5"'TRCGGTG3") de los genes Epo y VEGF. Se decidié utilizar en el presente estudio
los sitios de uniéon minimos de HIFla y HIF2a juntos en una sola unidad de sitio de
union (CGTGTACGTG), seleccionando seis repeticiones de uniéon a HIF (HBR)

separadas por cinco nucledtidos aleatorios (Figura 13).

Start (0) Nhel BglII

52 LN GGTACCGAGCTCTTACGCGTGCTAGCACGAGCGTGTACGTGCGTGGCGTGTACGTGAACGTCGTGTACGTGCTGTCTCACACAGCAAGATCTCCGTAGCGTGTACGTGAA

R A A L A e L aaa aanan L e S

3’ CCATGGCTCGAGAATGCGCACGATCGTGCTCGCACATGCACGCACCGCACATGCACTTGCAGCACATGCACGACAGAGTGTGTCGTTCTAGAGGCATCGCACATGCACTT

j HER-1 - j HER-2 - j HER-3 - o HER-4 -

Xhol End (161)

CTACGTBTACGTGTTGCGCGTGTACGTGCTGTCTCACACAGCACTCTCEAG 3
s Lo s L 161
GATGCACATGCACAACGCGCACATGCACGACAGAGTGTGTCGTGAGAGCTC \ &'
o HBR-5 ju HBR-G

Figura 13. Secuencia de las repeticiones en tandem 6HRE.

Una vez seleccionadas las secuencias que conforman las repeticiones en tindem
de los HRE (6HRE) se analizaron en el programa PROMO de ALGGEN en el cual se
identificaron cuarto sitios de unién a factores de trascripcion en secuencias de ADN

(Figura 14).
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Figura 14. Sitios de unién a HIF-1. Las flechas rojas indican los posibles sitios de unién de HIF-1.

Por otra parte también se analiz6 un promotor el cual por si solo no es capaz de
responder a niveles bajos de oxigeno, por lo que se seleccioné la secuencia del promotor
minimo de la Timidina quinasa humana con acceso a Gen Bank M13643.1 (Figura 15),
ya que este promotor se ha utilizado en estudios similares. La secuencia del promotor se

presenta a continuacion:
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CTCGAGCCCCAGCTAACTCCGCCCCAGCCCCTTAGTCCCTCCCTGCAATCCA
CCTACCTCTGCAGCACATCTTCTTCCAAGGAACCTTGCTTGGGCAAACCCAC
ACCAGACACATCCATCATGGCGTCTACAGCCGCATGGGCGTGCGTCCCTCTG
TTTATATGGCCAGAGCCCGCCTCGCTCGCCCCTTTAAACTTGGTGGGCGGAC
CGAGGCGGGGCCTCAGATCCAGGCCCCACCCCGATCAGCCACGTCCATCGC
CCTGATTTCCAGGCCCTCCCAGTCCCTGGGCGCACGTCCCGGATTCCTCCCA
CGAGGGGGCGGGCTGCGGCAAATCTCCCGCCAGTCAGCGGCCGGGCGCTGA
TTGGCCCCACGGCGGCGGGGCGGCTCGTGATTGGCCAGCACGCCGTGGTTTA
AAGCGGTCGGCGCGGTGAACCAGGGGCTTACTGCGGGACGGCCTTGGAGAG
TACTCGGGTTCGTGAACTTCCCGGAGGCGCAATGAGCTGCATTAACCTGCCC
ACTGTGCTGCCCGGCTCCCCCAGCAAGACCCGGGGGCAGATCCAGGTGCGG
GGGCCAGCCTGCGCGTGGCTGGGATGAGGTGTCGTGTATACCTTTCAGATCC
CATGG

Figura 15. Secuencia del promotor minimo de la Timidina quinasa humana.

6.2 Construccion del vector que responde a hipoxia.

Las secuencias del promotor minimo de la TK y los HREs fueron sintetizados
comercialmente y se les realizaron cortes enzimadticos para obtener los fragmentos de
interés. En el caso del plasmido pUC-IDT-TK digerido con las enzimas Xho I'y Nco I,
se obtuvieron dos productos, el primer producto de 2752 pb y el segundo producto de
interés fue de 625 pb correspondiente al promotor minimo TK. Otro pldsmido que se
utiliz6 fue el pUC-IDT-6HRE, el cual al ser digerido con las enzimas de restriccion Nhe
I y Xho I liberé un fragmento de 2752 pb y otro de 135 pb correspondiente a las 6
secuencias en tdndem de los HREs, por ultimo se digirié el plasmido circular pNFkB-
Luc con la enzimas Nhe I y BamH I el cual liber6 un fragmento de 234pb y un
fragmento de 4753 pb correspondientes a el promotor hipéxico. A este ultimo se le

insertaron las secuencias HREs seguidos del promotor TK (Figura 16 y 17).
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Figura 16. Caracterizacion enzimatica de los vectores. A) Carril 1; Plasmido cerrado pNFkB-Luc,
carril 2 y 3; plasmido digerido de pNFkB-Luc, carril 4; marcador de peso molecular 1kb. B) carril 1;
marcador de peso molecular 1 Kb, carril 3; pldsmido sin digerir pUC-IDT-TK, carril 4 y 5; pUC-IDT-TK
digerido C) carril 1; pUC-IDT 6HRE sin digerir, carril 2 y 3; pUC-IDT 6HRE digerido, carril 4; marcador
1 Kb.
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Figura 17. Mapa de la construccion del vector hipéxico. Las repeticiones de 6HRE y el promotor de

TK fueron insertados en el vector pNFkB-Luc.
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Una vez adquiridos los tres fragmentos de interés se realiz6 una mezcla de
ligacién la cual fue introducida a bacterias quimicamente competentes para obtener el
vector final pHRE-Luc. Se aislaron 20 clonas, de las cuales se seleccionaron la nimero
1,4,5, 8,10, 11, 18, 19 y 20 por presentar un menor tamafilo comparado con el control

positivo NFkB-Luc (Figura 18).

pNFKB-Luc

Figura 18. Clonas de pHRE-Luc. Carril 1, pNFkB-Luc, carriles restantes, clonas transformantes con el
promotor hipdxico (N). Los recuadros rojos indican las clonas que se seleccionaron.

De las clonas seleccionadas previamente para su caracterizacion solamente las
clonas 1, 4 y 11 fueron positivas al visualizarse el patrén de bandeo esperado de
fragmentos de 3232 pb y 2275pb (Figura 19). La clona 1 pHRE-Luc se caracterizé por
dos métodos: por enzimas de restriccion Nhe I y Nco I, donde se obtuvieron 2
fragmentos: uno de 4783 pb y 754 pb este ultimo fragmento contiene el promotor

hipéxico de interés (Figura 20).
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En la segunda caracterizacion se utilizaron los oligonucledtidos FWR1 NF-
HRE y REV1 NF-HRE (tabla 6), para la amplificaciéon del promotor hipéxico donde se
obtuvo una amplificacion de 879 pb correspondiente los HREs y el promotor TK (Figura

21).

1Kb
11N

18 N
19 N
20 N

= =z
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Figura 19. Digestiones enzimaticas de las clonas con el plasmido pHRE-Luc. Carril 1 y 7; marcador de
peso molecular 1Kb, carril 2 al 6 y 8 al 11; digestion del plasmido pHRE-Luc de las distintas clonas.

Figura 20. Caracterizacion de pHRE-Luc por enzimas de restriccién. Carril 1, marcador de peso
molecular 1 Kb, carril 2, plasmido pHRE-Luc sin digerir, carril 3 digestién de pHRE-Luc.
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Figura 21. Caracterizacion de pHRE-Luc por PCR. Carril 1, ADN plasmidico de pHRE-Luc, carril 2,
la amplificacién del promotor, carril 3, control negativo, carril 4, marcador de peso molecular 1Kb.

6.3 Cuantificacion de luciferasa en células B16F10.

Para determinar la concentracién adecuada de hipoxia mimetizada con CoCl» se
transfect6 el plasmido pHRE-Luc a células B16F10, y se realizé una cuantificacién de
luciferasa. Las células fueron sometidas a una hipoxia mimética durante 24h utilizando
CoClz (induce la expresion de la proteina HIF) a distintas concentraciones (0 uM,
100uM, 150 uM y 200 uM), en la concentraciéon de O uM o normoxia se obtuvo una
cuantificaciéon de 379851 URL, mientras que en la concentracién de 100uM aumento
ligeramente a 410145 URL, en 150 uM la cuantificacién de luciferasa tuvo su umbral
disparandose hasta 1615768 URL comparado con la normoxia y en la concentracion de
200 uM las URL (s) decayeron mas del triple mostrando una cuantificacion de 510777
URL (Figura 22). En base a estos resultados se eligié la concentracién de 150 uM de

CoCl; para los experimentos posteriores.

39



1.80E+06
* pHRE-Luc  **
1.60E+06

1.40E+06

1.20E+06

1.00E+06

URL

8.00E+05

6.00E+05 ok

* % **

4.00E+05

2.00E+05

0.00E+00

Normoxia 100 pM 150 uM 200 pM
CoCl2 CoCI2 CoCl2

Figura 22. Concentraciones de CoCl.. Transfeccioén a las 24 horas del pHRE-Luc en la linea celular
B16F10 con distintas concentraciones de CoCl,. Los datos representan la media + el error estandar de la
media de 3 repeticiones. Arriba de la barras se marcan las diferencias entre cada uno de los tratamientos
** (p<0.01).

Se trabaj6 con todas las medias +/- el error estandar de la media de 3 repeticiones
por tratamiento, la concentraciéon de 150 uM de CoCl: fue altamente significativa en
comparaciéon con las otras concentraciones ( 100uM y 200uM), los resultados se
analizaron mediante un ANOVA con una F de 1878666 y una p<< 0.01. Se realiz6 una
prueba de Tukey comparando todas las concentraciones de CoCl; entre si, todas los

tratamientos fueron altamente significativas diferentes con una p<< 0.01.

Para analizar la activacion del promotor y la regulacion del gen reportero por
hipoxia, las células transfectadas con el pHRE-Luc y pNFkB-Luc se sometieron a un

ambiente de normoxia e hipoxia mimética durante 24h.
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Como control de la expresion del gen luciferasa se transfectd el plasmido pNFkB-Luc
que en condiciones de normoxia, donde se obtuvo una cuantificacion de luciferasa de
1,666,593 URL, otro vector que se transfecté fue el pHRE-Luc, el cual en condiciones
de normoxia se obtuvo una cuantificacién de 379,851 URL y en hipoxia mimética (150
uM CoCl2) se obtuvo una lectura de 1,615,768 URL, los resultados se analizaron
mediante un ANOVA con una F de 1878666 y una p<< 0.01. Se realiz6 una prueba de
Tukey comparando la expresion de pHRE-Luc en normoxia y en hipoxia, la
cuantificaciéon en hipoxia fue significativamente mayor que la cuantificacién en

normoxia con una p < 0.01 (Figura 23).
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Figura 23. El vector pHRE-Luc en condiciones de normoxia e hipoxia. Transfeccion del pNFkB-Luc y
pHRE-Luc en la linea celular B16F10 en normoxia e hipoxia. Los datos representan la media + el error
estdndar de la media de 3 repeticiones. Arriba de la barras se marcan las diferencias entre cada uno de los
tratamientos ** (p<0.01).
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Finalmente otro tratamiento que se aplicé fue la transfeccion de un plasmido que
codifica para un RNA de interferencia el cual va dirigido contra la subunidad 1a de HIF,
(esto para comprobar que la inducibilidad del promotor hipoxico es dependiente de la
proteina HIF-1a y HIF2a) junto con el plasmido pHRE-Luc, ambos pldsmidos fueron
transfectados en condiciones de hipoxia mimética (150 uM CoCl;) y se obtuvo una
cuantificaciéon del pHRE-Luc de 1,615,768 URL, el otro tratamiento el cual contenia
pHRE + pRNAIi-HIF fue significativamente menor a el tratamiento 1, con una
cuantificaciéon de 55939 URL, (Figura 24). Las medias se revisaron por andlisis de

varianza (ANOVA) con una F de 6423550 y una p< 0.01.

Se realizé6 una prueba de Tukey para comparar el tratamiento en hipoxia y

normoxia, los tratamientos fueron estadisticamente significativos con una p<0.01.
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Figura 24. Efecto de pRNAi-HIF en la cuantificacion de luciferasa de pHRE-Luc. Los datos
representan la media + el error estdndar de la media de 3 repeticiones. Arriba de la barras se marcan las
diferencias entre cada uno de los tratamientos ** (p<0.01).
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7. DISCUSION

Los elementos de respuesta a hipoxia son secuencias consenso reguladoras
compuestas de un sitio de uniéon a HIF muy conservado. Bajo condiciones de hipoxia
HIF-1 se une a secuencias consenso del ADN 57-(A/G)CGTG-3" denominadas
elementos de respuesta a hipoxia (HRE) que se encuentran en las regiones promotoras
que van a ser reguladas por HIF-1a. Varios estudios realizados por otros investigadores
indican que el ambiente hipdxico puede ser usado para activar la expresion génica

heter6loga mediada por HRE (Boticario y Cascales, 2010; Zhou et al., 2011).

En el presente trabajo se cred y caracterizé un novedoso vector hipdxico, en el
cual la expresion de luciferasa es regulada por un promotor eucariote que contiene
repeticiones en tdndem de los sitios de unién minimos de HIFla y HIF2a. Mediante el
empleo de células transfectadas con el vector pHRE-Luc se demostrd, que las células en
condiciones de hipoxia las cuales contenian el vector de las 6 repeticiones en tindem
tienen una mayor regulacion de la expresion de luciferasa que las células en condiciones

de normoxia con una P < 0.01.

Similar a nuestros resultados encontrados Dachs y colaboradores demostraron
que un HRE del gen fofoglicerato quinasa 1 de raton puede ser usado para controlar la
expresion de un gen marcador y terapéutico in vitro € in vivo. En otro estudio, Shibata y
colaboradores desarrollaron un vector que responde a hipoxia, el cual contenia SXHRE
derivados del gen VEGF combinado con el promotor minimo CMV. Células
transfectadas con el vector mostraron un incremento significativo de la expresion del
gene en condiciones de hipoxia, similar a el nivel de el promotor CMV intacto (Ruan H

et al., 2001).
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Ademads, mediante un iRNA dirigido contra HIFla y HIF2a, se demostrd que la
activacion del promotor hipoxico del vector pHRE-Luc es dependiente de la interaccion
de las proteinas HIF1a HIF2a y los HRE, utilizando una linea celular transfectada con
pHRE-Luc se observé que las células en condiciones de hipoxia que contenian el iRNA
disminuyeron significativamente la expresion de luciferasa en comparacion con las que
no contenian el iRNA. En condiciones bajas de oxigeno se inactiva PHD/VHL los cuales
intervienen en la degradacién de HIF, lo cual conlleva a una acumulacién de dicha
proteina. Resultados similares fueron vistos por Zhou y colaboradores quienes crearon
un vector reportero de HIF (6HRE-GFP) que responde a la acumulacién de esta
proteina, probaron un iRNA dirigido contra HIFla - HIF2a y observaron que la
intensidad de GFP disminuyé notablemente. El vector 6HRE-GFP contiene 6
repeticiones de HRE, el promotor minimo de la TK y la GFP, al transfectar el vector
lentiviral en diferentes lineas celulares en condiciones de hipoxia obtuvieron un
incremento significativo de la expresion del gen heterélogo, un incremento similar al

que se obtuvo en este trabajo.

El nimero de copias de HRE es un importante componente en la regulacion de la
expresion de genes inducida por hipoxia. Nuestros datos indican que el promotor
minimo TK es un promotor basal que puede ser usado en combinacién con los
potenciadores HRE. Este novedoso vector reportero puede servir como una rdpida
herramienta para definir la actividad de los niveles de HIF, también se puede utilizar

para terapia génica al insertar una proteina terapéutica regulada por los HRE.
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8. CONCLUSIONES

-Se logro disefiar el vector pHRE-Luc el cual contiene un promotor que responde al
ambiente hipéxico.

-Las secuencias en tdndem llamadas elementos de respuesta a hipoxia regulan la
expresion del gen reportero adyacente en condiciones de hipoxia.

- La activacién del promotor en respuesta a condicion de hipoxia es determida por la
proteina HIF.

-El vector pHRE-Luc puede servir como una rdpida herramienta para estimar la

actividad de los niveles de la proteina HIF.

PERSPECTIVAS

Este estudio representa el soporte experimental que demuestra que el promotor
presente en el plasmido pHRE-Luc tiene elementos de respuesta a hipoxia que pueden
regular a un gen heter6logo en condiciones de hipoxia. Los datos obtenidos en esta tesis
abren una nueva pauta de control espacio temporal de la expresion de genes en tejido
especifico y proporciona las bases para plantear un sistema sitio dirigido a las regiones
hipoxicas de los tumores. Este novedoso promotor hipoxico serd una herramienta muy
valiosa para la orientacion de la expresion génica en areas especificas de hipoxia. Este

vector requiere de més investigacion y del vehiculo adecuado.
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