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RESUMEN

El cancer de vejiga es una de las neoplasias mas frecuentes del sistema urinario.
Aproximadamente el 70% de los carcinomas de vejiga son del fenotipo no musculo
invasivo y se clasifican con base en el grado de diferenciacion histologica y las
caracteristicas del tumor (TNM I a III). Recientemente, el interés por el estudio de factores
predisponentes, alteraciones genéticas y caracteristicas patologicas y citoldgicas que
permitan predecir el comportamiento biologico de la enfermedad se ha incrementado;

siendo igualmente importante la busqueda de nuevos marcadores moleculares.

La sobreexpresion de Gankyrin ha demostrado ser un factor importante en el desarrollo
de fenotipos agresivos de diversos carcinomas al estimular la tumorigénesis mediada por
RAS e inducir el marcaje para degradacion proteosomal de importantes supresores
tumorales. Con base en la informacion disponible para diferentes tipos de cancer, el
presente trabajo busca evaluar los efectos de la sobreexpresion de Gankyrin sobre la
viabilidad, proliferacion, migracion e invasion de la linea celular 5637. Para ello, se
disefiaron y construyeron vectores de sobreexpresion (pQBI-25 + GANK S) y de
inhibicion (pQBI-25 + GANK AS) de Gankyrin que se transfectaron en la linea celular
5637. La confirmacion de la funcionalidad de los vectores se llevé a cabo con RT-qPCR
y Western blot. Con respecto a la viabilidad, se observd que tanto la sobreexpresion como
la inhibicién de Gankyrin afectan de forma negativa la viabilidad en comparacion con el
control a las 24 horas. No obstante, el porcentaje de células viables aumentd
progresivamente a las 48, 72 y 96 horas. Por su parte, las células pQBI-25 + GANK S
mostraron el mayor indice de crecimiento con respecto al control, mientras que el
crecimiento de las células pQBI-25 + GANK AS aument6 significativamente a las 72 y
96 horas. Finalmente, el cierre de lesion en las células pQBI-25 + GANK S fue
significativamente mayor (78.79 %y 96.52 %) con respecto al control a las 24 y 48 horas
respectivamente. Por el contrario, en células pQBI-25 + GANK AS se observd una
disminucién significativa a las 48 horas con un porcentaje de cierre del 36.61 %. En
conjunto, estos resultados sugieren que los niveles de expresion de Gankyrin afectan la

viabilidad, proliferacion y migracion de las células 5637 de carcinoma urotelial



ABSTRACT

Bladder cancer in one of the most frequent urinary system neoplasms. Approximately 70
% of bladder carcinomas represent phenotypes without histological evidence of invasion
of bladder muscle tissue and they are classified based on the level of histological
differentiation and the tumor characteristics (TNM I to III). Recently, the interest in the
study of predisposing factors, genetic alterations, pathological and cytological
characteristics that allow to predict the biological behavior of the disease has increased;

being equally as important the research for new molecular markers.

Gankyrin overexpression has demonstrated to be an important factor in the development
of aggressive phenotypes on diverse carcinomas by stimulating the tumorigenesis
mediated by RAS and inducing the labelling of important tumor suppressors for
proteasomal degradation. Based on the available information of different cancer types, the
current work aims to evaluate the effects of Gankyrin overexpression over the viability,
proliferation migration and invasion on cell line 5637. To achieve the established
objectives, overexpression (pQBI-25 + GANK S) and inhibition (pQBI-25 + GANK AS)
Gankyrin vectors were designed, constructed and finally transfected into 5637 cell line.
Confirmation of vector functionality over Gankyrin’s expression levels was performed
through RT-qPCR and Western blot. Regarding viability, it was observed that
overexpression as well as inhibition of Gankyrin negatively affected the viability in
comparison to the control at 24 hours. Nevertheless, the percentage of viable cells
increased progressively at 48, 72 and 96 hours. However, pQBI-25 + GANK S cells
showed the highest growth index in respect to the control, while the growth of pQBI-25 +
GANK AS cells showed a significant increase in proliferation index at 72 to 96 hours.
Finally, wound healing on pQBI-25 + GANK S cells was significantly higher (78.79 %
and 96.52 %) compared to the control at 24 and 48 hours respectively. On the contrary,
on pQBI-25 + GANK AS cells a significant decrease was visible at 48 hours with a wound
healing percentage of 36.61 %. Overall, these results suggest that Gankyrin expression

levels affect viability, proliferation and migration of urothelial carcinoma 5637 cell line.



INTRODUCCION

El cancer de vejiga es la novena neoplasia mas comun y la décimo tercera causa de muerte
mas frecuente por cancer a nivel mundial (GLOBOCAN, 2022). Siendo un tipo de cancer
que afecta tres veces mas a los hombres que a las mujeres (Parkin, 2008; Antoni et al.,
2016). El cancer de vejiga se caracteriza, por sus tres manifestaciones clinicas; el fenotipo
no musculo invasivo (NMIBC), el no musculo inasivo de alto riesgo y el musculo invasivo
(SEOM, 2020). Los fenotipos no invasivos presentan una alta tasa de progresion a estadios
mas avanzados del cancer; mientras que el fenotipo musculo invasivo se caracteriza por
un alto indice de recurrencia, que, en conjunto con su elevado potencial metastasico,

tiende a ser mayormente letal (Mayorga et al., 2014).

El diagndstico en etapas tempranas del cancer de vejiga representa un reto, debido a la
ausencia de sintomas que sugieran en primera instancia dicha patologia (DeGeorge ef al.,
2017; Gellhaus, 2020; Kiyoshima et al., 2016; Lavery et al, 2017). No obstante, los
métodos de diagnostico mas utilizados son la citologia de la orina y la reseccion
transuretral (SEOM, 2020). A pesar la eficiencia de estas pruebas, existen limitaciones
asociadas al costo y su efectividad para el diagnostico en estadios primarios de la

enfermedad (Gellhaus, 2020).

El tratamiento para este tipo de cancer es principalmente quirurgico, con opcién a
combinaciones con esquemas terapeuticos basados en el uso de quimioterapia y/o
radioterapia (SEOM, 2020). Sin embargo, a pesar de los recientes hallazgos sobre el uso
de quimioterapetticos en el tratamiento contra el cancer, el pronostico de supervivencia
para pacientes con cancer de vejiga es bajo; siendo en su mayoria la causa de muerte, la
recurrencia y la metastasis (Galsky et al., 2010; Nargund et al., 2012). Es por ello, que el
interés por el uso de terapias dirigidas hacia moléculas implicadas en el desarrollo y
progresion del cancer, asi como en el desarrollo de nuevos esquemas terapetticos que
eficienticen los efectos de la quimioterapia sobre las células neoplasicas, se ha

incrementado.



Gankyrin, es una oncoproteina que pertenece a la clase de proteinas con repeticiones de
anquirina; un motivo proteico caracterizado por poseer una secuencia larga de 33
aminoacidos dispuestos a menudo como alineamientos en tdindem (DeCS, 2017). Las
proteinas de esta clase se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza,
desempefiando funciones relacionadas con una gran variedad de procesos fisiologicos
(Garcia-Torres et al, 2020) al mediar a través de sus dominios estructurales, el
reconocimiento de moléculas durante las interacciones proteina-proteina (DeCS, 2017;
Mosavi et al., 2004; Li et al., 2006). En su estado fisioldgico, Gankyrin se encuentra como
una subunidad regulatoria del proteasoma 26 S; por lo que las interacciones proteina-
proteina, resultan claves en el ejercicio de su funcion (Zamani et al., 2018). En los ultimos
afios, se han identificado proteinas de importancia bioldgica como blancos de interaccion
con Gankyrin, donde destacan pRB (Higashitsuji et al, 2000), CDK4 (Dawson et al.,
2002; Li et al., 2002), MDM2 (Higashitsuji et al., 2005) y p53 (Kashyap et al., 2022).
Estas moléculas desempefian funciones importantes en la progresion del ciclo celular,

tumorigénesis y apoptosis (Li y Guo, 2010).

El abordaje genético clasico para la investigacion de vias de importancia biologica inicia
con la identificacion de alteraciones causantes de un determinado fenotipo de interés,
seguido por el andlisis de las implicaciones funcionales del gen en una célula u organismo
(Ortiz et al., 2008). Resaltando, que una importante variedad de mecanismos moleculares
aseguran la expresion génica en los niveles apropiados y bajo condiciones reguladas. Si
bien, una expresion aumentada pudiera resultar en un fenotipo celular alterado, la
disminucioén de los niveles de expresion asemejaria una pérdida parical o total de la
funcion génica. Es por esto, que las estrategias paralelas de ganancia-pérdida de funcion
representan un abordaje prometedor para el estudio de genes asociados al cancer,
proporcionando una herramienta util para el entendimiento funcional de moléculas que

permanecen desconocidas o poco esclarecidas (Ortiz et al., 2008; Prelich, 2012).

Como parte de estas estrategias, el uso de vectores ha facilitado el avistamiento y la
elucidacion de mecanismos implicados en la tumorigénesis y la resistencia

quimioterapéutica en distintos tipos de cancer (Song et al., 2013; Peng et al., 2023). Li et



al., (2005) reportaron que la inhibicion de Gankyrin induce la regresion tumoral y la
muerte por apoptosis en células de cancer hepatico. Por su parte, Wang et al., (2020)
reportaron que la sobreexpresion de Gankyrin en lineas celulares de carcinoma renal,
resultd en el incremento de la proliferacion, migracion, invasiéon y tumorigenicidad;

mientras que su silenciamiento, resulté en la apoptosis celular.

En el cancer de vejiga, las implicaciones funcionales de Gankyrin, asi como sus
interacciones funcionales, no han sido reportadas. Debido a esto, el presente trabajo tiene
como proposito evaluar los efectos de la sobreexpresion de Gankyrin sobre la linea celular

5637 (HTB-9) de cancer de vejiga.



ANTECEDENTES

1. Bases del cancer de vejiga

El cancer de vejiga se posiciona como la novena neoplasia mas comun y la décimo tercera
causa de muerte mas frecuente por cancer a nivel mundial. Esta enfermedad puede ser
causada por una gran variedad de factores, donde destacan, en primer lugar el tabaquismo;
seguido por factores ambientales, la exposicion ocupacional a aminas aromaticas,
hidrocarburos y otras sustancias quimicas empleadas en la industria de metales, tintes,
gomas y petrdleo; el consumo de algunos farmacos y otros factores biologicos (SEOM,

2020).

2. Epidemiologia del cancer de vejiga

De acuerdo con el Observatorio Global del Cancer, el total de casos nuevos de cancer,
reportados a nivel mundial en 2022 fue de 19,976,499 con 9,743,832 defunciones
(GLOBOCAN, 2022). En el mismo afo, el total de casos nuevos reportados de cancer de
vejiga a nivel mundial fue de 614,298 con 220,586 defunciones reportadas (GLOBOCAN,
2022). Estas estadisticas posicionan al cdncer de vejiga en el noveno lugar en incidencia

y en el décimo tercer lugar en mortalidad a nivel mundial.

En México, las estadisticas del GLOBOCAN colocan a este tipo de cancer en el 15° lugar
de incidencia con 3,814 casos nuevos y representa la décimo quinta causa de muerte mas
frecuente por cancer con 1,404 decesos (GLOBOCAN, 2022). Este tipo de cancer tiene
una mayor prevalencia en personas mayores de 55 afios (SEOM, 2020; DeGeorge et al.,
2017). Siendo el tabaquismo y la exposicién ocupacional a aminas, hidrocarburos y a otras
sustancias quimicas empleadas en la industria de metales, tintes, gomas y petroleo los
principales factores de riesgo para el desarrollo del cancer de vejiga (Mayorga et al., 2014;
Sanli et al., 2017; Hayashi et al, 2020). Aunado a estos, existen otros factores
predisponentes para el desarrollo del cancer de vejiga, como lo son, el consumo

prolongado de algunos farmacos, la exposiciéon a radiacién ionizante, factores



ambientales, infecciones con serotipos de VPH de alto riesgo y el ser portador del parasito
causante de la enfermedad de esquistosomiasis (Mayorga et al., 2014; Al-Zalabanni et al.,

2016; Fankhauser y Mostafid, 2018; SEOM, 2020).

El cancer de vejiga se origina cuando las células que comprenden el revestimiento de la
vejiga, compuesto en su mayoria por células uroteliales, comienzan a proliferar de forma
descontrolada y forman un tumor (Sanli et al., 2017; SEOM, 2020). La clasificacion del
cancer de vejiga depende de las caracteristicas histomorfologicas de las células al
observarse bajo el microscopio (SEOM, 2020); siendo el tipo mas frecuente el carcinoma
urotelial (90 % de los casos). No obstante, ademas de la clasificacion por origen celular,
el cancer de vejiga se clasifica como no invasivo, no musculo invasivo de alto riesgo y

musculo invasivo (Hall et al., 2007; Aldousari y Kassouf, 2010; SEOM, 2020).

Tratamiento del cancer de vejiga

El tratamiento del cancer de vejiga es principalmente quirdrgico, mediante la practica de
la reseccion transuretral y dependiendo de la clasificacion TNM (Tumor, Nodulo y
Metastasis) que contempla el tamafio tumoral y el grado de extension / diseminacion, se

realiza una cistectomia parcial o radical (American Cancer Society, 2021).

Dentro de los tratamientos terapéuticos disponibles para los tipos de cancer no invasivo y
no musculo invasivo se encuentra la reseccion transuretral, complementada con una dosis
unica de inmunoterapia con el bacilo de Calmette-Guérin (BCG) o con esquemas
quimioterapéuticos basados en el uso de mitomicina C, epirubicina y doxorubicina (Hall
et al., 2007; American Cancer Society, 2021). Teniendo los pacientes, una tasa de
supervivencia a 5 afios del 80 % (Mayorga et al., 2014). No obstante, pese a que un alto
porcentaje de los pacientes, muestran una respuesta inicial favorable, esta rara vez es
duradera, con un indice de recurrencia de entre el 50 % al 80 %, aunado a un riesgo de

progresion a 5 afos del 10 % al 25 % (Hall et al., 2007; Mayorga et al., 2014).



Por su parte, la cistectomia radical con linfadenectomia pélvica bilateral y quimioterapia
basada en el uso de cisplatino, es ampliamente recomendada en pacientes diagnosticados
con la forma musculo invasiva y en aquellos cuya enfermedad se ha diseminado a los
ganglios linfaticos (Hall et al., 2007; Clark et al., 2013). Sin embargo, cerca del 50 %
desarrollan metastasis en los primeros 2 afios afios (Mayorga et al., 2014), siendo el
principal tratamiento, el uso de gemcitabina metotrexato, vinblastina, doxorubicina y
cisplatino (DeGeorge et al., 2017). La tasa de supervivencia a 5 afios de los pacientes con
fenotipo invasivo es del 20 % al 55 % dependiendo del estadio, mientras que la tasa de

supervivencia para la enfermedad metastasica es menor al 5 % (Mayorga et al., 2014).

Actualmente, los estudios de las ciencias 6micas han permitido la identificacion de
alteraciones en genes implicados en multiples procesos celulares, tales como en las vias
de senalizacion PI3K/AKT/mTOR, PTEN, MAPK/ERK, JAK-STAT y p53/pRB,
importantes en la tumorigénesis, ciclo celular y muerte. Alteraciones en estas vias han
sido asociadas frecuentemente a un peor prondstico; constituyendo asi posibles abordajes

terapéuticos para el tratamiento del cancer de vejiga.

Gankyrin

Gankyrin, también referido como PSMD10/P28 es un oncogén ubicado en el cromosoma
Xq22.2 cuya sobreexpresion, inicialmente identificada en carcinoma hepatocelular
(Higashitsuji et al., 2000; Higashitsuji et al., 2005) ha sido reportada en una gran variedad
de canceres humanos humanos (Li et al., 2018; Zhen et al., 2013; Man et al., 2010; Kim
et al., 2013; Zhang et al., 2013; Guo et al., 2020). A nivel proteico, Gankyrin es una
proteina de 25 kDa compuesta por siete repeticiones de anquirina; un motivo proteico
constituido por una secuencia larga de 33 aminoacidos a menudo dispuesta en tdndem
(DeCS, 2017). Las proteinas de esta clase estan ampliamente distribuidas en la naturaleza,
ejerciendo funciones en una gran variedad de procesos fisiologicos (Garcia-Torres et al.,
2020) al mediar a través de sus dominios estructurales, el reconocimiento de moléculas
durante las interacciones proteina-proteina (DeCS, 2017; Mosavi et al., 2004; Li et al.,

20006).



En estado fisiologico, Gankyrin ha sido descrito como una subunidad regulatoria del
proteasoma 26S, por lo que las interacciones proteina-proteina resultan clave para ejercer
su funcion (String, 2022). Independientemente del proteasoma, Gankyrin tiene el
potencial de interaccion con diversas proteinas de importancia biologica (Tabla 1.),
regulando sus funciones y con ello, multiples vias de senalizacion (Man et al., 2010)
implicadas en la progresion del ciclo celular, tumorigénesis y apoptosis (Li y Guo, 2010;

Kanabar y Muth, 2020).

Por su parte, la sobreexpresion de Gankyrin ha demostrado su potencial oncogénico como
potenciador de procesos de marcaje y degradacion proteosomal de importantes complejos
moduladores de la progresion del ciclo celular, proliferacion, transicion epitelio-
mesenquimal, invasividad, metastasis y quimioresistencia (Camacho Moll et al., 2019;
Kanabar y Muth, 2020). Especificamente, al promover la tumorigénesis mediada por RAS
(Man et al., 2010) y fungir como regulador de las vias de supresion tumoral JNK,
PI3K/AKT, mTOR, CDK/pRB'y HDM2/P53 (Krzywda et al., 2004; Dawson et al., 2006).
Diversos estudios han evidenciado que Gankyrin activa a la proteina ubiquitina-ligasa
MDM2 derivando en la degradacion proteosomal de p53 (Higashitsuji et al., 2005; Brooks
y Gu, 2006), teniendo como consecuencia la represion de genes apoptoticos inducidos por
la actividad transcripcional de p53 (Hanahan y Weinberg, 2000). Asimismo, aumentos en
la expresion de Gankyrin incrementan la fosforilacion e inactivacion de la proteina
retinoblastoma, provocando la desestabilizacion del complejo RB/P53 y promoviendo la
transformacion celular (Higashitsuji et al., 2000; Iwai et al., 2003). Por ello su importancia

en el desarrollo de fenotipos agresivos de diversos carcinomas.

En carcinoma hepatocelular, la sobreexpresion de Gankyrin ha sido asociada al proceso
de carcinogénesis (Fu et al., 2002; Jing et al, 2014), demostrando también que esta
proteina induce el crecimiento y potencial tumoral de células NIH/3T3 (Higashitsuji et
al., 2000;). Wang et al., (2008) reportaron que la sobreexpresion de Gankyrin promovid
la proliferacion de células Huh-7 aunado al aumento en la expresion de la proteina 5 de
union al factor de crecimiento similar a la insulina (IGFBP-5). Por el contrario, la

disminucion en los niveles de expresion de Gankyrin en la linea celular NTera2 de



carcinoma de testiculo (TGCC), resulté en un incremento de la sensibilidad a cisplatino y
apoptosis mediada por TP53 (Camacho-Moll ef al, 2019). Ademés de los ya
mencionados, se ha reportado la identificacion de Gankyrin en cénceres de diversas
etiologias, como lo son: el cancer oral, cancer cervical, cancer de pulmon, cancer
colorrectal, entre otros (Dawson et al., 2002; Krzywda et al., 2004; Dawson et al., 2006;
Tang et al., 2010; Li et al., 2011; Bai et al., 2013; Liu et al., 2014; Wang et al., 2015;
Kashyap et al., 2022; Wang et al., 2021), donde se correlacionan los niveles de expresion
de Gankyrin con la progresion tumoral, el prondstico y el potencial metastasico (Nagao et

al., 2003; Dawson et al., 2006; Jing et al., 2014).

En cancer de vejiga, las implicaciones funcionales de Gankyrin no han sido esclarecidas.
No obstante, su expresion es detectable. Entre las alteraciones genéticas relacionadas con
la hiperplasia y tumor de vejiga estan el receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGFFR3), los genes P53 y Rb, la pérdida de CDKN2A (Shin et al., 2018), entre otras
(Battista et al., 2012; Sanli et al., 2017; Han et al., 2018). Mismas, que han sido reportadas

como alteradas por la expresion de Gankyrin en otros tipos de cancer (Wang et al., 2021).



Tabla 1. Regulacion de vias de sefializacion mediada por Gankyrin en canceres humanos.

potencial de renovacion de células troncales,
autofagia.

Moléculas y vias de seiializacion Fenotipo afectado por interaccion con Referencias
Gankyrin
STAT3/AKT, HNF4a, ATG7, Nrf2 Ciclo celular, proliferacién, metéstasis, | (Fu et al, 2002; Fu et al, 2011;

Jing et al., 2014).

PI3K/AKT, IL-6/STAT3, TGFB/SMAD3,
miR-605

Proliferacion, metastasis, transicion epitelio-
mesenquimal.

(Man et al., 2010; Wang et al.,
2015; Wang et al., 2017).

CDK4, PCNA, Rb, P27, P53

celular.

Ciclina DI, ciclina E, PI3K/AKT Crecimiento celular, motilidad celular, | (Zheng et al, 2014; Liu et al,
invasividad y metastasis. 2015; Li et al., 2009; Zeng et al.,
2017).
IL-8, ciclina D1, mTORCI, PI3K/GSK- | Proliferacion y metastasis. (Tang et al., 2010; Wu et al., 2015;
3p/B-catenina, TNF- a, IL-7, STAT3 Qin et al., 2016; He et al., 2016).
Ciclina A, ciclina D1, ciclina E, CDK2, | Crecimiento celular, proliferacion, ciclo | (Meng et al., 2010).

P53, P21, AKT/mTOR

Proliferacion, migracion y tumorigénesis.

(Hwang et al., 2014).

Vimentina, Twist2, E-

cadherina

B-catenina,

Tumorigénesis, metastasis, transicion epitelio-
mesenquimal.

(Liu et al., 2014)

Racl, E-cadherina

Tumorigénesis, invasividad y metastasis.

(Zhen et al, 2013; Kim et al,
2013; Gao et al., 2014).

ARF/MDM2-P53

Ciclo celular, apoptosis, reparacion del dafo al
ADN, senescencia.

(Higashitsuji et al., 2005)

Rel/NF-kB

Transcripcion  del ~ ADN,  proliferacion,
produccion de citocinas, supervivencia celular
y apoptosis.

(Chen et al., 2007)

Wnt/B-catenina

Supervivencia celular, proliferacion,
homeostasis, tumorigénesis, organizacion del
citoesqueleto celular.

(Dong et al., 2011)

IL-1B/IRAK-1

Activacion de NF-«xB.

(Suetal, 2015)

RhoA/ROCK/PTEN

Proliferacion celular.

(Man, et al., 2010).

Elaborada con informacion obtenida de Zamani ef al., (2017) y Li et al., (2018).

Transfeccion de la linea celular 5637

La linea 5637 es una linea celular aislada a partir del urotelio de un paciente caucésico de

68 anos de edad diagnosticado con carcinoma de células transcionales grado II.

Recientemente, las terapias basadas en 4acidos nucleicos han provisto de estrategias

prometedoras tanto para la induccidon, como para la represion de la expresion de un gen

de interés.

Con el proposito de ingresar material genético exodgeno a una célula, constantemente se

han desarrollado y optimizado diversos vectores plasmidicos que permiten la insercion y

propagacion de una secuencia génica especifica en un sistema bioldgico de eleccion para




el estudio (NIH, 2023). La transfeccion celular no viral posee una alta eficiencia de
transfeccion y una baja toxicidad (Jun-ichiro y Yasuhiko, 2008). Por su parte, la
lipofectamina, un agente quimico derivado de lipidos cationizados de colesterol,
diacilglicerol y poliaminas, permite la interaccion con el grupo fosfato del ADN a través
de las cargas positivas de los lipidos; derivando en la formacién de complejos de
transfeccidon que, al interactuar con la membrana celular negativamente cargada, permite
su paso al citoplasma celular por endocitosis (Jun-ichiro y Yasuhiko, 2008).
Adicionalmente, el uso de un gen reportero como la proteina verde fluorescente (GFP)
permite la identificacion mediante microscopia de las células transfectadas; asi como la
estimacion relativa de los niveles de expresion de la proteina, y su ubicacion subcelular

(Kinoshita et al., 2008).

El vector pQBI-25 (Fig. 1) ademés de contar en su estructura con un origen de replicacion,
un sitio multiple de clonacidn y una region promotora (Kinoshita e al., 2008) consta de
dos casetes de expresion dirigidos por los promotores constitutivos CMV y SV40. El
promotor CMV de citomegalovirus controla la expresion de la proteina verde fluorescente
(GFP) y es uno de los principales promotores virales empleados en los sistemas de
expresion eucariota (Kinoshita et al., 2008) mientras que el promotor SV40 es responsable
de la expresion de la neomicina fosfotransferasa Il (Condreay et al., 1999). En conjunto

estos elementos favorecen una alta eficiencia de transfeccion (Kinoshita ez al., 2008).
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Figura 1. Imagen representativa del vector pQBI-25. Se muestra el tamafo (6,254 pb) y la estructura del
vector pQBI-25 conteniendo el sitio de origen de replicacion, un promotor constitutivo CMV que dirige la
expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) o de secuencias de insercion con sitios de restriccion para
las enzimas Nhel y Sacll, un sitio multiple de clonacion para la generacion de proteinas de fusion con GFP

y la presencia de genes de resistencia a ampicilina y neomicina.
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JUSTIFICACION

Actualmente, la patogénesis del cancer de vejiga permanece sin esclarecerse. Se ha
demostrado que tanto la inactivacion de genes supresores de tumor, como la activacion de
oncogenes estan relacionadas con el desarrollo del cancer de vejiga. Por lo que diversos
biomarcadores han sido utilizados para el diagnostico oportuno de esta enfermedad,
destacando el antigeno de tumor proteina de matriz nuclear 22 (NPM22) y el producto de
la degradacion de la fibrina en la orina (FDP) (Ng et al, 2021). Estos biomarcadores
presentan limitaciones y no son lo suficientemente efectivos para reemplazar a la
cistoscopia como “gold estandar” en el diagnostico confirmatorio del cancer de vejiga.
Por lo que resulta indispensable el hallazgo de nuevos y efectivos biomarcadores que
asistan al diagndstico temprano, aunado a la elucidacion de los mecanismos moleculares

involucrados en la patogénesis del cancer de vejiga.

Estudios basados en la sobreexpresion e inhibicion de Gankyrin, han revelado de forma
directa e indirecta los mecanismos implicados en la tumorigenésis y resistencia
quimioterapéutica en distintos tipos de cancer (Song et al., 2013; Camacho-Moll ef al.,
2019; Peng et al., 2023). Es por ello, que el presente trabajo busca evaluar los efectos de
la sobreexpresion de Gankyrin sobre la viabilidad, proliferacion, migracion e invasion en
un modelo celular de cancer de vejiga. Ampliando el panorama de entendimiento y
evidencia sobre Gankyrin como un posible blanco para el diagndstico y/o tratamiento del

cancer de vejiga.
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HIPOTESIS

La sobreexpresion del oncogén Gankyrin afecta la viabilidad, proliferacion, migracion e

invasion de la linea celular 5637 de cancer de vejiga.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la sobreexpresion del oncogén Gankyrin sobre la viabilidad,

proliferacion, migracion e invasion de la linea celular 5637 de cancer de vejiga.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la expresion ectopica del gen Gankyrin en un modelo celular de cancer de
vejiga mediante un vector de sobreexpresion.
e Determinar el efecto de la sobreexpresion de Gankyrin sobre la viabilidad,

proliferacion, migracion e invasion de la linea celular 5637.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

La linea celular 5637 (HTB-9) proveniente de un paciente caucésico de 67 afios de edad,
con diagnostico de carcinoma de células transicionales grado II se adquiri6é de la ATCC
(American Type Culture Collection, VA, EUA). El cultivo celular se realiz6 en medio
DMEM (Gibco, cat. 11965092, CA, EUA) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Gibco, cat. 26140079), 1% de aminoacidos no esenciales (Gibco, cat. 11140050), 1% de
piruvato (Corning, cat. 15323581, NY, EUA) y 1% antibidtico antimicotico (Gibco, cat.
15240112) en condiciones de cultivo a 37 °C, 5% CO2y 99% de humedad relativa (HR).

Todos los pases se realizaron al alcanzar confluencias del 80%.

PCR punto final

La extraccion del acido ribonucleico (ARN) total se realizd con el reactivo TRIzol®
(Invitrogen, cat. 15596026, MA, EUA) de acuerdo con las indicaciones del proveedor. La
pastilla de ARN se solubiliz6 en agua libre de nucleasas. La sintesis de cDNA se realizd
con la enzima retrotranscriptasa reversa M-MLV y hexameros aleatorios (Invitrogen)
siguiendo el protocolo del proveedor. Posteriormente el cDNA sintetizado se utilizo en
una reaccion en cadena de la polimerasa con un par de cebadores dirigidos hacia los genes
Gankyriny GAPDH en un volumen final de reaccion de 20 pL. Los parametros empleados
fueron 30 ciclos compuestos por: 2 minutos a 94 °C, 30 segundos a 57 °C, 30 segundos a
72 °C y 3 minutos de extension final a 72 °C en el termociclador Veriti 96-well (Applied

Biosystems, MA, EUA). Las secuencias de los cebadores se enlistan a continuacion:

Cebadores para Gankyrin:
5’- TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3" (forward)
5’- TCCTTGGAGGCCATGTGGGCCAT -3’ (reverse)
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Cebadores para GAPDH:
5'- ATGAGGCTACAGCAATGCAC -3’ (forward)
5’- TACTTGCTCCTTGGGACACC -3’ (reverse)

RT-qPCR

La cuantificacion en tiempo real se realizd en condiciones estandar, empleando una
mezcla compuesta de SYBR-green® (Bioline, Meridian biosciences, CIN, EUA), los
pares de cebadores dirigidos a los genes Gankyrin y GAPDH descritos anteriormente,
cDNA y agua libre de nucleasas en un volumen final de 20 pL. Los pardmetros empleados
fueron: 50 ciclos compuestos por las fases de activacion de la polimerasa a 95 °C durante
2 minutos, fase de desnaturalizacion a 95 °C por 5 segundos, fase de alineamiento a 60 °C
por 10 segundos y una extension final a 72 © C durante 20 segundos en el termociclador
7500 Fast-Real Time PCR System (Applied Biosystems). Cada grupo se analizd por
triplicado y se utilizé como control de normalizacion el gen GAPDH (Gliceraldehido-3-
fosfato-deshidrogenasa). El andlisis de los datos se realizo con el QuantStudio™ Design
& Analysis Software v1.5.2 (Applied Biosystems) y se procesaron de acuerdo con el
método comparativo 24T descrito por Livak y Schmittgen (2001) para el analisis de la

expresion relativa de los genes por qPCR.

Subclonacion en E. coli DH5a competentes

El producto de PCR especifico de Gankyrin fue subclonado en el vector pCR ™2.1-
TOPO® (Invitrogen, cat. 450641) y propagado en células E. coli DH5a. El cultivo fue
inoculado en medio LB (Condalab, cat. 1551.00, Mad., ESP) y agar LB (Condalab, cat.
1083.00) adicionado con kanamicina 50 pg/mL o ampicilina 50 ng/mL (Sigma Aldrich,
MO, EUA) para la subclonacion en el vector pQBI-25 (Qbiogene, Chennai, IND)
empleando la enzima T4 ligasa (New England Biolabs, cat. M0202, MA, EUA) siguiendo

las especificaciones del proveedor.

17



Transfeccion de cultivo celular

La secuencia de Gankyrin se amplifico y subclond en el vector pQBI-25. Una vez
generada la construccion pQBI-25 + GANK, se realiz6 la siembra de 1,500,000 células
por pozo en placa de 6 pozos para garantizar una confluencia del 80 — 90 % al dia de la
transfeccion. La construccion pQBI-25 + GANK y el vector sin inserto fueron
transfectados en la linea celular 5637 empleando el reactivo de transfeccion
Lipofectamina 2000 (Invitrogen, cat. 11668-019) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. La estabilizacion de los complejos ADN-lipidos catidnicos se llevd a cabo en
medio Optimem (Gibco, cat. 31985070). En todos los ensayos se incluyd un cultivo sin
trasfectar como control de lipofeccion. Los cultivos se mantuvieron en deprivacion de 4 a
5 horas cuando se realiz6 el reemplazo del medio a DMEM completo. Transcurridas 24
horas post-transfeccion, se evaluo la eficiencia de transfeccion por microscopia confocal
en el EVOS™ (Invitrogen EVOS™ FL Digital Inverted Fluorescence Microscope cat. 12-

563-460). Asi como la extraccion de RNA y proteinas.

Extraccion de proteinas y Western Blot

La extraccion de proteinas se realizd con buffer Pierce™ RIPA (Thermofisher, cat. 89901,
MA, EUA). La placa de cultivo se lavd con PBS 1X (8 g NaCl + 0.2 g KCl + 1.44 g
Na;HPO4 + 0.24 g KH2PO4, pH 7.4) y las células se centrifugaron a 1,500 rpm durante 5
minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se removid el PBS y se agrego6 inhibidor de

proteasa (Thermofisher, cat. A32955). El producto fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

La cuantificacion de proteinas se realizd por el método de Bradford, empleando como
estandar de 2 mg/mL de albumina sérica bovina (Thermofisher, cat. 23209) y se leyo la
absorbancia a 600 nm. De las muestras obtenidas se realizo una electroforesis vertical en
gel de poliacrilamida al 10 % (Bio-Rad, cat. 161-0154, CA, EUA) con dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) a 75V por 25 minutos y a 120V durante 50 minutos empleando el
equipo Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad). La transferencia se realiz6 en membrana
PVDF empleando la Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad)
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a 15 V durante 2 horas. El bloqueo se realizé con 5 % de leche descremada (Svelty®) en
buffer TBS 1X (Tris Base + NaCl, pH 7.6) durante 1 hora en agitacion constante a 300
rpm y se lavo la membrana con TBST (TBS + Tween 20). Las membranas se dejaron en
incubacion con los anticuerpos primarios (anti-Gankyrin, Novus Biologicals, cat. NBP1-
82443, CO, EUA; anti-GAPDH, Cell Signaling Technology, cat. 97166S, MA, EUA)
durante toda la noche a 4 °C y 300 rpm. Los lavados se realizaron con TBST 1X a 300
rpm por 5, 10 y 15 minutos respectivamente. La incubacién con los anticuerpos
secundarios se realiz6 por 1 hora a temperatura ambiente y agitacion constante a 300 rpm
seguido de lavados con TBST. La membrana se transfirié a un acetato y se agrego la
solucion reveladora, incubando la reaccion por 1 minuto. Finalmente, se detectd la

quimioluminscencia por medio del ChemiDoc XRS + System (Bio-Rad).

Ensayo de viabilidad

Se sembraron 8,000 células transfectadas con pQBI25 + GANK o el vector vacio en placas
de 96 pozos para cada uno de los periodos a evaluar: 24, 48, 72 y 96 horas y se incubaron
durante 24 h en medio DMEM completo. Transcurridas 24 h se realiz6 un lavado con
buffer de fosfato salino (PBS) y se afiadié medio fresco a todos los pozos. El control
positivo se tratdé con mitomicina C (Cayman Chemical Co., cat. 11435, MI, EUA) a una
concentracion de 10 ug/mL. De acuerdo con el tiempo de medicion, el medio DMEM se
sustituyd con medio adicionado con azul de alamar™ HS (Invitrogen, cat. A50100) y se
incubaron las células por 1 hora 30 minutos en condiciones de cultivo estandar.
Posteriormente, se realizo la lectura de absorbancia a 570 y 600 nm. Los datos registrados
de las absorbancias fueron procesados con la formula [(O2 x A1) — (O1 x A2)]/ [(O2 x
P1) — (O1 x P2)] x100 para el célculo de la viabilidad celular, considerando como 100 %

a las células transfectadas con el vector pQBI-25 sin inserto.

Ensayo de proliferacion

El céalculo del crecimiento celular normalizado se realizé mediante un ensayo con azul de

alamar™ HS. Las células transfectadas se sembraron en placas de 96 pozos y se incubaron
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durante 24, 48, 72 y 96 horas. Posterior a los tiempos de incubacion, las células fueron
tratadas con azul de alamar™ HS e incubadas durante 1 hora y media a 37 °C en oscuridad.

Finalmente, se realiz¢ la lectura de absorbancia a 570 y 600 nm.

Ensayo de cierre de herida

La motilidad de las células se determin6 mediante el ensayo de lesion en monocapa. Se
sembraron células transfectadas con pQBI25 + GANK o el vector vacio en placas de 6
pozos a una densidad de 1x10° células / pozo y se incubaron durante 24 h en medio DMEM
completo. Transcurrido el tiempo, se realizo la lesion en cada uno de los pozos empleando
puntas de pipeta estériles y se sustituy6 el medio DMEM por medio de deprivacion sin
suero fetal. La toma de fotografias se realizé a las 0, 24 y 48 horas en condiciones de

deprivacion.

Ensayo Transwell

La invasion celular se determind mediante el ensayo de transwell. La camara superior se
recubrio con Matrigel (Corning, NY, EUA) en dilucion 1:6. Un total de 2x10° células
transfectadas con pQBI25 + GANK o el vector vacio se resuspendiron en medio DMEM
suplementado y se afiadieron a la camara superior. La cdmara inferior fue adicionada con
500 pL de medio DMEM completo. Posterior a las 24 h de incubacion a 37 °C, se removid
el medio y se lavaron las cdmaras por duplicado con buffer de fosfato salino (PBS). Las
células en la camara inferior se fijaron con formaldehido, se tifiieron con 0.5 % de solucién

cristal violeta y se realiz6 el conteo de 5 4reas selecionadas al azar.
Analisis estadistico
Para los analisis de viabilidad, proliferacion, migracion e invasion se realizo la prueba de

ANOVA de dos vias en el software GraphPad Prism 8.02 (GraphPad Software, Inc. CA,
EUA).
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RESULTADOS

Con la finalidad de subclonar el fragmento especifico de Gankyrin, se realizé una PCR
punto final dirigida al gen Gankyrin, utilizando como templado cDNA obtenido de la linea
celular HepG2 y la mezcla de reactivos para PCR descrita en la seccién de material y
métodos. En el ensayo se incluy6é un control negativo (sin templado). Los productos
fueron sometidos a separacion electroforética en gel de agarosa 1 % y tefiido con GelRed®
(Fig. 2), donde se observo la amplificacion de un fragmento especifico de 681 pares de

bases, el cual coincide con el peso esperado de Gankyrin.

N@“\Qx&\ . 6&61

650 pb 681 pb

200 pb
100 pb

Figura 2. Amplificacion del fragmento especifico del gen Gankyrin. MPM. - Marcador de peso
molecular; pb. - Pares de bases. Se observa la amplificacion del fragmento especifico de 681 pb a partir de

cDNA proveniente de la linea celular HepG2.
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Posteriormente, el producto de PCR fue empleado en una reaccidon de subclonacion en el

vector pPCR™2.1-TOPO (Fig. 3) y transformado en células E. coli DH5a competentes.

lacZa. ATG .
M13 Reverse Primer | H""‘d n KITnl Sa¢|=| MI S;lze I

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX1 EcoR | Ec(laRI

! |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT|WiYWWPPNG GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GAR TTC CCG CTT AAG ACG

Ect‘JRV letXI N(|)t| Xf‘lol Nsill )I(bal Aplal
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

4

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA [CTG GCC GTC GTT TTA CrAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |[GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

/

Figura 3. Imagen representativa del vector pCR™2.1-TOPO. Se muestran las caracteristicas, la
secuencia flanqueante del sitio multiple de clonacion (bases 234 - 357) y los sitios de resticcion contenidos
en el vector. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion para la polimerasa T7 (bases 364 — 383).
Ademas, se ilustran el sitio de origen de replicacion pUC (bases 3136 - 3809) y el gen de resistencia a

kanamicina (bases 1319 —2113).

Una vez obtenidas las colonias transformadas, se realiz6 la identificacion de los posibles
candidatos mediante PCR de colonias, donde se observo la amplificacion del fragmento

de 681 pb correspondiente a Gankyrin, en dos de los candidatos analizados (Fig. 4).
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Figura 4. Identificacion de candidatos por PCR de colonias. MPM. - Marcador de peso molecular; pb. -
Pares de bases; C(n). - Candidato (n). Electroforesis en gel de agarosa 1 % de los productos de PCR de los
posibles candidatos portadores del gen de interés. Se observan fragmentos de 681 pb correspondientes a

Gankyrin en los candidatos 1 y 4.
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Una vez identificados los candidatos positivos para la construcciéon pCR2.1TOPO +
GANK, se realiz6 el aislamiento y propagacion del candidato 1. Transcurridas 24 horas
de la inoculacion en medio LB adicionado con 50 pg/mL de kanamicina se realizo la
purificacion del ADN plasmidico (ADNp) a partir del candidato transformado con la
construccion pCR2.1TOPO + GANK mediante lisis alcalina (Fig. 5); observandose un

maximo pico de absorbancia a los 260 nm.
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Figura 5. Cuantificacién y determinacion de la pureza mediante espectrofotometria del ADNp del
vector pCR2.1TOPO + GANK. El ADNp del candidato 1 purificado mediante lisis alcalina mostr6 una
concentracion de 4,461.6 ng/uL y valores para las relaciones de absorbancia 260/230 y 260/280 de 2.27 y

2.10 respectivamente.

Adicionalmente, se realiz6 el analisis de la integridad del ADNp purificado mediante
electroforesis en gel de agarosa 1 %, donde se observo una banda correspondiente al

tamafio de la construccion (Fig. 6).
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Figura 6. Anélisis de integridad del ADN del vector pCR2.1TOPO + GANK. MPM. - Marcador de peso
molecular; pb. - Pares de bases; C(n). - Candidato (n). Electroforesis en gel de agarosa 1 % para la
visualizacion de la integridad del ADN plasmidico purificado mediante lisis alcalina a partir del candidato

1 transformado con la construccion pCR2.1TOPO + GANK.
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Posterior a la purificacion y con el objetivo de caracterizar la construccion pCR2.1TOPO
+ GANK, el ADN plasmidico se someti¢ a digestion enzimatica con la enzima Nhel.
Como control negativo de la reaccion se utiliz6 ADNp sin exposicion a la enzima. La
reaccion se incub6 a 37 °C durante toda la noche y se visualizé mediante electroforesis en
gel de agarosa 1 % (Fig. 7). El corrimiento electroforético mostr6 un fragmento de 681 pb
que correspondid con el tamano de Gankyrin, confirmando la presencia del inserto en el

vector.

W csd”

4,000 pb
3,000 pb

681 pb

Figura 7. Caracterizacion enzimatica de la construccion pCR2.1TOPO + GANK con Nhel. MPM. -
Marcador de peso molecular; pb. - Pares de bases; C(n). - Candidato (n); Ctrl (-). - Control negativo.
Electroforesis en gel de agarosa 1 % de la digestion enzimatica del vector pCR2.1TOPO + GANK con la

enzima Nhel. El control negativo se sometio a las mismas condiciones en ausencia de enzima.
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Con base en los resultados de la caracterizacion enzimatica y con la finalidad de evaluar
la fidelidad de la secuencia del inserto por secuenciacion, se procedié a cuantificar y
determinar la pureza del ADNp del vector pCR2.1TOPO + GANK mediante

espectrofotometria (Fig. 8).
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Figura 8. Cuantificacién y determinacion de la pureza mediante espectrofotometria del ADNp del
vector pCR2.1TOPO + GANK. Determinacion de la concentracion [110.9 ng/uL] y valores para las
relaciones de absorbancia 260/230 y 260/280 del ADN plasmidico purificado por minipreparacion columna
a partir del candidato 1 transformado con la construccion pCR2.1TOPO + GANK.

Posteriormente, el anélisis de la integridad del ADN purificado mostré la presencia de una

banda correspondiente al tamafio de la construccion pCR2.1TOPO + GANK (Fig. 9).
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Figura 9. Anilisis de integridad del ADN del vector pCR2.1TOPO + GANK. MPM. - Marcador de peso
molecular; pb. - Pares de bases; C(n). - Candidato (n). Electroforesis en gel de agarosa 1 % para la
visualizacion de la integridad del ADN plasmidico purificado por minipreparacion columna a partir del

candidato 1 transformado con la construcciéon pCR2.1TOPO + GANK.
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Una vez obtenido el material, este fue sometido a una reaccion de marcaje empleando los
inciadores sentido y antisentido para la secuencia del bacteriofago M13 presente en el
vector y posteriormente precipitado para secuenciacion; donde el alineamiento de la
secuencia resultante del andlisis contra una secuencia referencia obtenida del NCBI

(NM_002814.4) determind el 100 % de fidelidad en la secuencia de Gankyrin (Fig. 10).

atattgcggcttctgetggecgggatgagattgtaaaageccttctgggaaaaggtgetcaagtgaatgetgtcaatcaaaat{ggetgtactececttacattatgeagettcgaaaaacaggecatgagategetgtcatgttactggaaggeggggetaatecaga
82 84 86 88 90 92 94 96 98 100 102 104 186 18 110 112 114 116 118 120 122 124 126 128 130 132
I AASAGRDETIVKALLGKG GAQVYNAVYNRQN|GCTPLHYAASKNRAHETIAVMLLETGS GANTPD

Secuencia de referencia NM_002814.4

Figura 10. Caracterizacion y determinacion de la fidelidad del inserto en la construccion
pCR2.1TOPO + GANK. Electroferograma y secuencia del inserto alineada contra la secuencia de
Gankyrin obtenida del NCBI (NM_002814.4). Se observo un 100 % de fidelidad con la secuencia de

referencia.

Posterior a la caracterizacion enzimatica y por secuenciacion de la construccion
pCR2.1TOPO + GANK vy con la finalidad de subclonar el inserto en el vector pQBI-25
(Fig. 11 A), se realizd el escalamiento del cultivo transformado con la construccién
pCR2.1TOPO + GANK para su purificacion por midipreparacion. Una vez purificado, el
ADNp de ambos vectores se sometio a analisis de cuantificacion (Fig. 11 By C). En donde
se obtuvieron concentraciones de [6,176 ng/uL] y [6,251 ng/uL] para los vectores
pCR2.1TOPO + GANK y pQBI-25 respectivamente. Adicionalmente, los resultados
indicaron un radio de absorbancia para las relaciones 260/230 y 260/280 de 2.36 y 2.08
en el caso del vector pCR2.1TOPO + GANK y de 2.37 y 2.08 en el vector pQBI-25.
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Figura 11. (A) Imagen representativa del vector pQBI-25. Se muestra el tamaiio (6,254 pb) y la estructura
del vector pQBI-25 conteniendo el sitio de origen de replicacion, un promotor constitutivo CMV que dirige
la expresion de la proteina verde fluorescente (GFP) o de secuencias de insercion con sitios de restriccion
para las enzimas Nhel y Sacll, un sitio miltiple de clonacion para la generacion de proteinas de fusion con
GFP y la presencia de genes de resistencia a ampicilina y neomicina. (B) Cuantificacién y determinacion
de la pureza mediante espectrofotometria del ADNp de los vectores pCR2.1TOPO + GANK y pQBI-
25. Determinacion de la concentracion y valores para las relaciones de absorbancia 260/230 y 260/280 de

los ADN plasmidicos purificados por midipreparacion.

La integridad se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa 1 % (Fig. 12).

30



.\r‘O \ff)

4,000 pb

Figura 12. Analisis de integridad del ADN de los vectores pCR2.1TOPO + GANK y pQBI-25. MPM.
- Marcador de peso molecular; pb. - Pares de bases. Electroforesis en gel de agarosa 1 % para la visualizacion

de la integridad de los ADN plasmidicos purificados por midipreparacion.
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Una vez determinada la disponibilidad y pureza del material genético, se procedio con la
digestion enzimatica de la construccion pCR2.1TOPO + GANK vy la linearizacion del
vector pQBI-25 con la enzima Nhel, la cual permitio la liberacion del fragmento de
Gankyrin y la generacion de extremos cohesivos compatibles con el sitio de restriccion

para la misma enzima ubicado rio abajo del promotor CMV en el vector aceptor (Fig. 13).

pCR2.1TOPO + GANK pQBI25

VR Qe Qe

6,000 pb

681 pb

Figura 13. Digestion enzimatica de los vectores pCR2.1TOPO + GANK y pQBI-25 con Nhel. MPM. -
Marcador de peso molecular; pb. - Pares de bases; Ctrl (-). - Control negativo. Electroforesis en gel de
agarosa 1 % de la digestion enzimatica de los vectores pCR2.1TOPO + GANK con la enzima Nhel
(liberacion del fragmento) y pQBI-25 (linearizacion). Los controles negativos se sometieron a las mismas

condiciones en ausencia de enzima.
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Con la finalidad de ligar el fragmento generado en el vector pQBI-25, los voliimenes de
las reacciones de digestion fueron sometidos a corrimiento electroforético en gel de
agarosa 1 % para su posterior purificacion a partir de gel de agarosa (Fig. 14 A).
Posteriormente, se realizd el andlisis espectrofotométrico para la determinacion de la

concentracion y pureza de las muestras (Fig. 14 B).
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Figura 14. (A) Digestion enzimatica de los vectores pCR2.1TOPO + GANK y pQBI-25 con Nhel.
Electroforesis en gel de agarosa 1 % de las muestras correspondientes a los vectores pCR2.1TOPO + GANK
y pQBI-25 digeridas con Nhel (pre-purificacion). (B) Cuantificacién y determinacion de la pureza
mediante espectrofotometria del ADNp de los vectores pCR2.1TOPO + GANK y pQBI-25.
Determinacion de la concentracion y valores para las relaciones de absorbancia 260/230 y 260/280 de los

ADN plasmidicos digeridos con la enzima Nhel y purificados por a partir de gel de agarosa.
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Posteriormente se visualizo la presencia de los productos mediante electroforesis en gel

de agarosa 1 % (Fig. 15).

G'Aﬁ\oj{m ?QBX_’LS

Figura 15. Determinacién de la presencia de material purificado a partir de gel de agarosa.
Electroforesis en gel de agarosa 1 % del fragmento correspondiente a Gankyrin y el vector pQBI-25

linearizado purificados a partir de gel de agarosa.
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Una vez efectuada la purificacion, los productos fueron sometidos a ligacion en el vector
pQBI-25. Transcurridas 24 h, las colonias fueron analizadas mediante PCR para la
identificacion de los candidatos portadores de la construccion pQBI-25 + GANK

empleando iniciadores dirigidos hacia Gankyrin (Fig. 16).
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Figura 16. Identificacion de candidatos por PCR de colonias. MPM. - Marcador de peso molecular; pb.
- Pares de bases; C(n). - Candidato (n); Ctrl (-). - Control negativo; Ctrl (+). - Control positivo. Electroforesis
en gel de agarosa 1 % de los productos de PCR de los posibles candidatos portadores del gen de interés. Se
observan fragmentos de 681 pb correspondientes a Gankyrin en los candidatos 4, 12, 24, 30, 33 y 35; como

control positivo se empleé cDNA de HepG2.

Posterior a la identificacion de los candidatos portadores del gen de interés, se procedid
con su aislamiento y propagacion. Transcurridas 24 h, se realiz6 la purificacion del ADN
plasmidico por lisis alcalina minipreparacion. El material obtenido fue sometido a anélisis

espectrofotométrico para la determinacion de la concentracion y pureza (Fig. 17 A-F).
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Figura 17. Cuantificacion y determinacion de la pureza mediante espectrofotometria del ADNp de la
construcciéon pQBI-25 + GANK. Determinacion de la concentracion y valores para las relaciones de
absorbancia 260/230 y 260/280 de los ADN plasmidicos de los candidatos positivos para la construccion
pQBI-25 + GANK purificados mediante lisis alcalina minipreparacion. (A) candidato no. 4. (B) candidato

no. 12. (C) candidato no. 24. (D) candidato no. 30. (E) candidato no. 33. (F) candidato no. 35.

Para estas muestras también se realizd un corrimiento electroforético en gel de agarosa 1

% para la visualizacion de la integridad del ADN purificado (Fig. 18).
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Figura 18. Analisis de integridad del ADNp de la construccion pQBI-25 + GANK. MPM. - Marcador
de peso molecular; pb. - Pares de bases; C(n). - Candidato (n). Electroforesis en gel de agarosa 1 % para la

visualizacion de la integridad de los ADN plasmidicos purificados por minipreparacion.

Una vez purificado el ADN plasmidico y con la finalidad de continuar con la
caracterizacion de la construccion pQBI-25 + GANK, se realiz6 un andlisis de restriccion
con la enzima Mscl que permitiria con base en el patron de digestion visualizado en gel
de agarosa 1 % determinar la insercion en el vector pQBI-25, asi como la orientacion del

inserto (Fig. 19).
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Figura 19. Digestion enzimatica de la construccién pQBI-25 + GANK con Mscl. MPM. - Marcador de
peso molecular; pb. - Pares de bases; C(n). - Candidato (n). Electroforesis en gel de agarosa 1 % de las
muestras correspondientes a los candidatos 4, 12 y 35 transformados con la construccion pQBI-25 + GANK
digeridas con Mscl; como controles se incluyeron el vector pQBI-25 sin inserto y ADN de los candidatos

sin enzima.

No obstante, el patron obtenido no coincidid con el obtenido mediante el andlisis in silico

(Fig. 20).
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Figura 20. Analisis in silico de la digestion enziméatica de la construcciéon pQBI-25 + GANK con Mscl.

Simulacion de la digestion del vector pQBI-25 y las construcciones pQBI-25 + GANK en orientacion

sentido y antisentido con la enzima Mscl. En rojo se muestran los tamaiios de los fragmentos esperados para

la determinacion de la orientacion de la secuencia correspondiente a Gankyrin.

Por lo anterior, se realiz6 una PCR punto final dirigida hacia Gankyrin utilizando como

templado el ADN purificado con la finalidad de comprobar la presencia del inserto de

interés (Fig. 21).
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Figura 21. Amplificacion del fragmento especifico del gen Gankyrin. MPM. - Marcador de peso
molecular; pb. - Pares de bases; C(n). - Candidato (n). Se observa la amplificacion del fragmento especifico

de 681 pb a partir del ADN plasmidico proveniente de los candidatos 4, 12 y 35.

Una vez comprobada mediante PCR la presencia del gen de interés y con base en los
resultados obtenidos, se optd por realizar la caracterizacion de la construccion pQBI-25 +
GANK mediante secuenciacion. Para ello, el ADN plasmidico de los candidatos
purificados fue sometido a una reaccion de marcaje y precipitacion empleando un par

distinto de inciadores sentido y antisentido dirigidos hacia Gankyrin; donde el andlisis por
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secuenciacion determind la presencia y orientacion antisentido del inserto dentro del

vector pQBI-25 en la muestra correspondiente al candidato 12 (Fig. 22).

ptccttctgtact gagggtaacactcctctacacttagectgtgat gtggtgt ttacattgagaat
wss 160 wsz 164 166 168 170 172 174 176 178 1so 182 1844 186 188 199 192 194 196 198 200 202 204 206 208 210 212 214 216 m zzo zzz 24 zzs

Q ERIVEEAKLLYSQGASINIENKEEKTPLQVAKGEG L ROM VIENG *
TCCTTCTGTACTACAAAGCATCCACAAACATCCAAGACACTGAGGGTAACACTCCTCTACACTTAGCCTGTGATGAGGAGAG/AAGCAAAACTGCTGGTGTCCCAAGGAGCAAGTATTTACATTGAGAATAAAGAAGAAAAGACACCCCTGCAAGTG(IcAAAGGTGGCCTGGGTTTMTACTCAAGAGAATGGTGGAAGGTTAﬁ

ATCCTTCTGTACTACAAAGCATCCACAAACATCCAAGACACTGAGGGTAACACTCCTCTACACTTAGCCTGTGATGAGGAGAG/AAGCAAAACTGCTGGTGTCCCAAGGAGCAAGTATTTACATTGAGAATAAAGAAGAAAAGACACCCCTGCAAGT GGICAAAGGTGGCCTGGGTTTAATACTCAAGAGAATGGTGGAAGGTTAA
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Figura 22. Caracterizacion y determinacion de la fidelidad del inserto en la construccion pQBI-25 +
GANK. Electroferograma y secuencia del inserto alineada contra las secuencias de las construcciones
pQBI-25 + GANK sentido y antisentido y la secuencia de referencia de Gankyrin obtenida del NCBI
(NM_002814.4). Se observo un 100 % de fidelidad con la secuencia de referencia. Asimismo, se determind

la orientacion antisentido de Gankyrin.

El resto de los candidatos analizados no mostraron un electroferograma de buena calidad
compatible para andlisis posteriores. Por lo que, previo a continuar con la estrategia de
caracterizacion, fueron sometidos a digestion enzimatica con la enzima BamHI, ya que
presenta sitios de corte dentro de la secuencia rio abajo de los sitios de restriccion para
Nhel. El resultado de este analisis comprobd la presencia del inserto en los candidatos
analizados a excepcion del candidato 24, por lo que se excluy6 de analisis posteriores (Fig.

23).
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Figura 23. Digestion enzimatica de la construccion pQBI-25 + GANK con BamHI. MPM. - Marcador
de peso molecular; pb. - Pares de bases; C(n). - Candidato (n). Electroforesis en gel de agarosa 1 % de las
muestras correspondientes a los candidatos 4, 24, 30 y 33 transformados con la construccion pQBI-25 +
GANK digeridas con BamHI; como controles se incluyeron los vectores pCR2.1TOPO + GANK y pQBI-

25 sin inserto, asi como ADNp de los candidatos sin exposicion a la enzima.

Una vez identificados y caracterizados por multiples medios los candidatos portadores del
gen de interés y con la finalidad de determinar la orientacion del inserto, se realizé la
digestion del ADN plasmidico con la enzima Mscl anteriormente probada. Los patrones
de digestion obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa 1 %, se analizaron y

compararon con los patrones obtenidos mediante digestion in silico (Fig. 24).
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Figura 24. Analisis in silico de la digestion enziméatica de la construcciéon pQBI-25 + GANK con Mscl.
Simulacion de la digestion de los vectores pCR2.1TOPO + GANK, pQBI-25 y de las construcciones pQBI-
25 + GANK en orientacion sentido y antisentido con la enzima Mscl. En rojo se muestran los tamafios de
los fragmentos esperados para la determinacion de la orientacion de la secuencia correspondiente a

Gankyrin.

Con base en los resultados, se determinaron dos inserciones de Gankyrin en orientacion
sentido (candidatos 30 y 33), caracterizados por la presencia de bandas de 230 pares de
bases y dos en antisentido (candidatos 4 y 12), identificados por su patréon de migracion

superior a los 800 pares de bases (Fig. 25).
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Figura 25. Digestion enziméatica de la construccién pQBI-25 + GANK con Mscl. MPM. - Marcador de
peso molecular; pb. - Pares de bases; C(n). - Candidato (n). Electroforesis en gel de agarosa 1 % de las
muestras correspondientes a los candidatos 4, 12, 30 y 33 transformados con la construccion pQBI-25 +
GANK vy digeridas con Mscl; como controles se incluyeron los vectores pCR2.1TOPO + GANK y pQBI-

25 sin inserto, asi como ADNp de los candidatos sin exposicion a la enzima.
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Posterior a la determinacion de la orientacion de Gankyrin en el vector pQBI-25, se

determind la concentracion y pureza del ADN purificado por midipreparacion. E1 ADN

purificado fue sometido a andlisis espectrofotométrico para la determinaciéon de la

concentracion y pureza (Fig. 26 A-D), asi como a corrimiento electroforético en gel de

agarosa 1 % para la visualizacion de la integridad (Fig. 26 E).
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Figura 26. (A-E) Cuantificacion y determinacion de la integridad y pureza del ADNp de la
construcciéon pQBI-25 + GANK. Determinacion de la concentracion y valores para las relaciones de
absorbancia 260/230 y 260/280 mediante espectrofotometria de los ADN plasmidicos de los candidatos
positivos para la construccion pQBI-25 + GANK purificados mediante columnas para midipreparacion (A)
candidato no. 4. (B) candidato no. 12. (C) candidato no. 30. (D) candidato no. 33. (E) Analisis de integridad
del ADNp de la construccion pQBI-25 + GANK. MPM. - Marcador de peso molecular; pb. - Pares de
bases; C(n). - Candidato (n). Electroforesis en gel de agarosa 1 % para la visualizacion de la integridad de

los ADN plasmidicos purificados por midipreparacion columna.
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Con la finalidad de evaluar los niveles de expresion de Gankyrin, se realizd la
transfecccion de las construcciones pQBI-25 + GANK en la linea celular 5637 mediante
lipidos catidonicos como se describi6 en el apartado de materiales y métodos. Transcurridas
24 horas de la transfeccion, se monitore6 la presencia de sefial verde fluorescente mediante
miscrocopia confocal en las células transfectadas con el vector pQBI-25 sin inserto a
manera de control (Fig. 27). Con base en la presencia de sefial verde fluorescente se realizd
el célculo de la eficiencia de transfeccion, contando el total de células presentes y
dividiéndose entre el total de células fluorescentes en un total de 6 campos analizados. A
este tiempo se realizé la extraccion de RNA y proteinas para analisis posteriores mediante

RT-qPCR y Western Blot.

49
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Figura 27. Microscopia por contraste de fases de la linea celular 5637 transfectada con las
construcciones pQBI-25 + GANK sentido y antisentido. Se observa la presencia de sefial verde
fluorescente (GFP) en las células transfectadas con el vector pQBI-25 como control; asi como la ausencia
de la misma en las células transfectadas con Gankyrin en sentido y antisentido debido a la presencia de un
codon de paro previo a la secuencia de la proteina verde fluorescente. Como control se incluyeron células
transfectadas con el vector pQBI-25 sin inserto y células expuestas a lipofectamina. Todas las fotografias

fueron capturadas bajo los siguientes parametros: luz 27 %, GFP 40 % y 50 % de sobreposicionamiento.

Como paso previo al analisis por tiempo real, se realizo la extraccion de ARN total como
se describe en la seccion de materiales y métodos. Se realizo la cuantificacion de ARN
total mediante espectrofotometria, asi como la determinacion de la pureza mediante las

relaciones de absorbancia 260/230 y 260/280; obteniendo valores >1.8 (Fig. 28 A-D).
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Figura 28. Cuantificacion y determinacion de la pureza mediante espectrofotometria del ARN total

de las células transfectadas con las construcciones pQBI-25 + GANK sentido y antisentido.

Determinacion de la concentracion y valores para las relaciones de absorbancia 260/230 y 260/280 del ARN

total extraido con Trizol a partir de las células 5637 expuestas a lipofectamina (A) y células transfectadas

con el vector (B) pQBI-25 + GANK AS (C12), (C) pQBI-25 + GANK S (C30) y (D) pQBI-25.

El analisis de la integridad del ARN se realiz6é mediante migracion electroforética en gel

de agarosa 1 % (Fig. 29) en el cual se identificaron las bandas correspondientes a las

subunidades ribosomales 28 Sy 18 S.
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Figura 29. Analisis de integridad del ADNp de la construccion pQBI-25 + GANK. Electroforesis en gel
de agarosa 1 % para la visualizacion de la integridad de los ARN. Se observan las bandas correspondientes
a las subunidades ribosomales 28 Sy 18 S del ARN extrido de la linea celular 5637 transfectada con las
construcciones pQBI-25 + GANK en sentido y antisentido; como control se incluyeron células trasnfectadas

con el vector pQBI-25 sin inserto y células expuestas a lipofectamina.

Una vez visualizadas las bandas y con base en los resultados de la cuantificacion. Los
ARN extraidos fue sometidos a reaccion de retrotranscripcion. La evaluacion de la
funcionalidad del cDNA se realizé mediante PCR punto final dirigida a al gen GAPDH.

Utilizando como templado los cDNA generados en la reaccion de retrotranscripcion y
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como control positivo, cDNA proveniente de la linea celular HepG2. Los productos fueron
sometidos a separacion electroforética en gel de agarosa 1 % (Fig. 30) donde se observo

la amplificacion de un fragmento especifico de 240 pb.
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ﬁ
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Figura 30. Amplificacién del fragmento especifico del gen GAPDH. MPM. - Marcador de peso
molecular; pb. - Pares de bases. Se observa la amplificacion del fragmento especifico de 240 pb a partir de
los cDNA provenientes de la reaccion de retrotranscripcion y como control positivo, cDNA obtenido de la

linea celular HepG2.
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Posteriormente, se realiz6 una PCR punto final dirigida a los genes Gankyrin y GAPDH,
donde se us6 como templado los cDNA obtenidos de la RT-PCR y empleando como
controles mix de PCR sin templado (control negativo) y cDNA proveniente de HepG2
(control positivo). Los productos fueron sometidos a corrimiento electroforético en gel de
agarosa 1 % (Fig. 31), donde se observo la amplificacion de fragmentos especificos de

240y 180 pb para GAPDH y Gankyrin respectivamente.
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Figura 31. Amplificacion del fragmento especifico del gen Gankyrin. MPM. - Marcador de peso
molecular; pb. - Pares de bases. Se observa la amplificacion de los fragmentos especificos para GAPDH 'y
Gankyrin de 240 y 180 pb, respectivamente a partir de los cDNA provenientes de la reaccion de
retrotranscripcion. Como control negativo se empled la mezcla de reactivos de PCR sin templado y como

control positivo cDNA proveniente de HepG2.

54



Una vez identificada la presencia del transcrito de Gankyrin, se procedio a realizar la

amplificacion en tiempo real de Gankyrin utilizando SYBR-green®. Para ello, se

utilizaron diluciones de cDNA en concentracion 1:128 (Fig. 32 A) y como control

endogeno se amplifico GAPDH (Fig. 32 B).
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Figura 32. Amplificacion de (A) Gankyrin y (B) GAPDH en la linea celular 5637. Las curvas de

amplificacion se muestran para los 4 grupos experimentales evaluados para la cuantificacion de los niveles

de expresion de Gankyrin a nivel de mRNA. Se observa el desplazamiento a la izquierda en los ciclos de

amplificacion de las muestras pQBI-25 + GANK S y pQBI-25 + GANK AS producto del aumento en la

cantidad de transcrito de Gankyrin en comparacion con el control (pQBI-25). Para GAPDH (B) las curvas

de amplificacion se muestran en los 4 grupos experimentales evaluados para la cuantificacion de los niveles

de expresion de Gankyrin a nivel de mRNA. En naranja: pQBI-25 + GANK S (sentido); en verde oscuro:

pQBI-25 + GANK AS (antisentido); en azul: pQBI-25 (control); en verde claro: control de lipofeccion.

Con base en los resultados, se realizo el procesamiento de los datos para la cuantificacion

del nivel de expresion relativo de Gankyrin por el método comparativo 244¢T| donde se
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observd, al compararse con el control, una amplificacion 4,000 y 5,000 veces mayor, en
las células transfectadas con las construcciones pQBI-25 + GANK en antisentido y
sentido, respectivamente. Estos resultados fueron sometidos a andlisis estadistico
mediante un analisis de varianza (ANOVA) y graficados en Graphpad Prism. Las células
transfectadas con el vector pQBI-25 mostraron una diferencia significativa en la expresion
al compararse contra células inicamente expuestas a lipofectamina (Fig. 33). No obstante,
al compararse los niveles de expresion relativa de Gankyrin en células pQBI-25 + GANK
S y pQBI-25 + GANK AS esta fue significativamente mayor (p <0.0001) al aumentar

cerca de 4,000 y 5,000 veces la expresion de Gankyrin con respecto al control.
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Figura 33. Cuantificacién de los niveles de expresion relativos de Gankyrin en la linea celular 5637. El
analisis por el método del 22T demostré el aumento en la expresion a nivel transcrito en los grupos
transfectados con las construcciones pQBI-25 + GANK en antisentido y sentido al compararse con el
control. Los datos de los niveles de mRNA de Gankyrin se presentan como medias + DS (desviacion
estandar). La significancia se determind mediante andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias con

comparacion multiple de Dunnet. Valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Con la finalidad de contrastar los efectos de la sobreexpresion e inhibicion de Gankyrin,
se realizo la extraccion de proteinas a las 24 horas post-transfeccion. Una vez obtenidas
las proteinas, se realizd un western blot como se describe en la seccion de materiales y
métodos. Con base en los resultados se observo el efecto de la sobreexpresion e inhibicion

de Gankyrin a nivel proteina en la linea celular 5637 (Fig. 34).
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Figura 34. Inmunodeteccion de Gankyrin mediante western blot en la linea celular 5637. Se observa
la presencia de sefial quimioluminiscente tras 2 segundos de exposicion. La membrana superior corresponde
a la deteccion de GAPDH (36 kDa); la membrana inferior corresponde a Gankyrin (25 kDa). Como control

de referencia se utilizaron células 5637 sin exposicion a ADN y lipofectamina.

Posteriormente, con las imagenes obtenidas se realizd un analisis densitométrico, donde
se determind un aumento equivalente a 5 veces mas la expresion de Gankyrin en células
pQBI-25 + GANK S. Por el contrario, las células pQBI-25 + GANK AS exhibieron una
reduccion del 50 % en el nivel de expresion al compararse con el control (Fig. 35). La
sefial obtenida por parte del control endégeno (GAPDH) se mantuvo homogénea en todas

las muestras.
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Figura 35. Analisis densitométrico de la expresion de Gankyrin en la linea celular 5637. Se observa la
diferencia en los niveles de expresion a nivel proteina entre los 4 grupos experimentales. En comparacion
con el control (pQBI-25), los niveles de expresion de Gankyrin en las células pQBI-25 + GANK S fueron 5

veces mayor, mientras que en las células pQBI-25 + GANK AS se observo una disminucion de 0.5 veces.

Una vez cuantificados los niveles de expresion de Gankyrin y con la finalidad de evaluar
el efecto de la sobreexpresion de Gankyrin sobre la viabilidad y proliferacion se
transfectaron nuevamente células 5637 en todos los grupos experimentales a evaluar (Fig
36 A). Los resultados mostraron una diferencia significativa entre todos los grupos a los

diferentes lapsos de tiempo evaluados (Fig. 36 B-E).
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Figura 36. (A) Analisis de la expresion de Gankyrin sobre la viabilidad de las células 5637.
Visualizacion por microscopia fluorescente de células 5637 transfectadas con el vector pQBI-25 (control)
para el monitoreo de la permanencia del vector mediante captacion de sefial verde fluorescente (GFP).
Adicionalmente se observan los cambios en la morfologia celular producto del tratamiento con mitomicina
a una dosis de 10 pg/mL en células 5637. (B-E) Viabilidad de células 5637 con sobreexpresiéon e
inhibicion de Gankyrin. Mediciones de absorbancia a longitudes de onda de 570 y 600 nm a las 24 (B), 48
(C), 72 (D) y 96 horas (E). Los datos se presentan como porcentaje de viabilidad = DS (desviacion estandar).
La significancia se determindé mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con comparacion

multiple de Dunnet. Valores de p <0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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La sobreexpresion de Gankyrin redujo la viabilidad, mientras que, en el caso del
crecimiento normalizado, las células con el vector de sobreexpresion mostraron un
incremento altamente significativo en comparacion con el control en el lapso comprendido
de las 24 a las 96 horas (Fig. 37). Asimismo, se observd una diferencia altamente

significativa en el control tratado con Mitomicina C.
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Figura 37. Analisis de la sobreexpresion de Gankyrin sobre la proliferacion de las células 5637. Se
observa el crecimiento normalizado de cada uno de los grupos experimentales y controles. Desde las 24 y
hasta las 96 horas, se observa una diferencia altamente significativa en el crecimiento de las células con
sobreexpresion e inhibicion de Gankyrin en comparacion con el control. Estas observaciones contrastan con
la ausencia de crecimiento por parte de las células tratadas con Mitomicina C. La significancia se determind
mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos vias con comparacion multiple de Dunnet. Valores de p

<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

Para determinar el efecto de la sobreexpresion de Gankyrin sobre la motilidad celular, las
células transfectadas fueron sometidas al protocolo de lesion en monocapa y se
mantuvieron en condiciones de deprivacion de suero fetal. La toma de fotografias se
realizd una vez practicada la lesion y afiadido el medio de deprivacion (hora 0),
posteriormente se continu6 con el registro fotografico a las 24 y 48 horas posteriores al

ensayo (Fig. 38).
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Figura 38. Analisis del efecto de la sobreexpresion de Gankyrin sobre la migracion de las células 5637.
Imégenes representativas del cierre de lesion y procesamiento de imagenes en Image J. Se observa el
potencial migratorio de las células pQBI-25 + GANK S y pQBI-25 + GANK AS a las 0, 24 y 48 horas.
Como control se utilizaron células transfectadas con el vector pQBI-25 sin inserto y células expuestas a
lipofectamina. A las 24 y 48 horas, los controles muestran un comportamiento similar. Sin embargo, las
células con sobreexpresion de Gankyrin exhiben un mayor potencial de migracion que comprende de las 24
a las 48 horas, donde la herida es casi imperceptible. Referente a las células con inhibicion de Gankyrin, se

observa un menor potencial de migracion incluso a las 48 horas con respecto al control.

Con base en las observaciones y el procesamiento de las imagenes en Image J para el
calculo del area de lesion, se determind que tanto las células expuestas a lipofectamina,
como las células transfectadas con el vector pQBI-25, mostraron un comportamiento
similar en todos los lapsos de tiempo evaluados. No obstante, el grupo de células con
sobreexpresion de Gankyrin, mostrd un porcentaje de cierre de lesion significativamente

mayor que el control a las 24 y 48 horas. Por su parte, esta diferencia en el porcentaje de
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cierre fue significativamente menor en las células con inhibicion de Gankyrin a las 48

horas (Fig. 39).
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Figura 39. Analisis de la sobreexpresion de Gankyrin sobre la migracion de las células 5637. Se observa
el potencial migratorio de las células transfectadas con la construccion pQBI-25 + GANK sentido y pQBI-
25 + GANK antisentido a las 0, 24 y 48 horas. Los grupos control, exhibieron un comportamiento similar
en el periodo de tiempo a evaluar. No obstante, se observan diferencias significativas a las 24 y horas 48
horas en las células con sobreexpresion e inhibicion de Gankyrin. Los datos se presentan como media + DS

(desviacion estandar). La significancia se determind mediante analisis de varianza (ANOVA) de dos vias
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DISCUSION

Gankyrin, denominado igualmente PSMDI0 o p28 es una proteina de 226 aminoacidos
compuesta por siete repeticiones de ankyrina. Es una subunidad del proteosoma 26S que
interactua especificamente con la ATPasa S6b del regulador 19S (Mosavi ef al., 2004; Li
et al, 2006; DeCS, 2017; String 2022). Se encuentra altamente conservada
evolutivamente y en humanos esta localizada en el cromosoma Xq22.3. Estudios
recientes, han correlacionado la expresion modificada de Gankyrin como un factor
importante en la tumorigénesis y metastasis; asi como un factor de mal pronostico en
distintos tipos de cancer (Jing et al., 2014; Zamani et al., 2018; Kashyap et al., 2022);
sugiriendo un potencial como blanco diagnéstico y terapettico. Sin embargo, no exiten
reportes sobre la funciones fisiologicas y patologicas de Gankyrin en cancer de vejiga. Por
lo que a fin de establecer un abordaje de ganancia y pérdida de funcion (Ortiz et al., 2008;
Prelich, 2012) que permitiera ampliar el entendimiento sobre las implicaciones
funcionales de Gankyrin en células de cancer de vejiga, la linea celular 5637 se transfectod
con vectores plasmidicos para la sobreexpresion y silenciamiento de Gankyrin. Con este
acercamiento demostramos que la sobreexpresion de Gankyrin eleva la viabilidad,
proliferacion y migracion de las células 5637, mientras que el efecto contrario se observa

con las células transfectadas con el vector de inhibicion de Gankyrin.

Otros autores han empleado este tipo de estrategias en donde se ha determinado la funcién
de Gankyrin sobre la promocion del crecimiento tumoral y metéstasis en cancer de mama
(Zhen et al., 2013), colangiocarcinoma (Zheng et al., 2014), carcinoma de células
escamosas esofagicas (Ortiz et al., 2008), entre otros. Asi como sobre la modulacion del
metabolismo energético implicado en la progresion del carcinoma de células pequeiias de
pulmon (Yu et al., 2022). El presente trabajo, mostro el efecto de la sobreexpresion y del
silenciamiento de Gankyrin sobre la viabilidad, proliferacién y migraciéon en un modelo

celular de cancer de vejiga.
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A nivel de mRNA, el nivel de expresion relativo de Gankyrin fue
significativamente mayor en las células pQBI-25 + GANK S y pQBI-25 + GANK AS en
comparacion con el control transfectado con el vector vacio, esto a consecuencia del
aumento en la cantidad de transcrito. Es importante mencionar que en las células control,
se observo un aumento en el nivel de expresion al compararse contra células inicamente
expuestas a lipofectamina. Estas diferencias han sido descritas como parte de los efectos
“off target” inducidos por el uso de vectores con promotores fuertes, genes reporteros y
otros elementos que pueden promover un estado de estrés y desequilibrio en la célula,
derivando en la alteracion de los programas de transcripcion (Kinoshita et al.,, 2008;
Stepanenko y Heng, 2017). Por su parte, el andlisis de expresion proteica mostro un nivel
de expresion 5 veces mayor en las células pQBI-25 + GANK S. En las células pQBI-25 +
GANK AS la expresion disminuyd 0.5 veces en comparacion con el control. Estos
resultados permitieron la discriminacion y contraste de los niveles de expresion de mRNA
y proteina. Ademas de validar los efectos de la expresion ectdpica de Gankyrin en una
linea celular (Higashitsuji et al., 2005; Ortiz et al., 2008; Zheng et al., 2014; Yu et al.,
2022).

Abordando el efecto de Gankyrin sobre la viabilidad de las células 5637, se
determino un porcentaje de viabilidad del 47 % en células pQBI-25 + GANK Salas 24 h
en comparacion con el control de células transfectadas con el vector vacio (100 %). No
obstante, el porcentaje de células viables incrementd a las 48, 72 y 96 horas a un total del
58 %, 66 % y 87 % respectivamente. En las células pQBI-25 + GANK AS el porcentaje
de viabilidad inicial (24 h) fue del 70 % con un aumento progresivo al 90 %. Yu et al.,
(2022) reportaron un incremento en la viabilidad y proliferacion en células con
sobreexpresion de Gankyrin a las 48 horas posteriores a la transfeccion. Por el contrario,
Zheng et al., (2014) observaron una reduccion en la viabilidad producto del silenciamiento
de Gankyrin. Estos resultados sugieren que tanto la sobreexpresion como la inhibicion de
Gankyrin afectan de forma negativa la viabilidad en comparacion con las células con el
vector pQBI-25 vacio a las 24 horas. No obstante, la sobreexpresion de proteinas puede
resultar por si sola en la inhibicion del crecimiento celular y citotoxicidad; Moriya (2015),

refiere a la sobrecarga de recursos, el desbalance estequiomético, las interacciones
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aleatorias y la modulacion de las vias de sefializacion como los principales mecanismos
que propician los defectos del crecimiento y la citotoxicidad. Sin embargo, la forma en la
que la sobreeexpresion puede provocar efectos en la célula, depende de las propiedades y
funciones de la proteina (Prelich, 2012). Considerando las propiedades e implicaciones
funcionales de Gankyrin (Man et al., 2010; Li y Guo, 2010; Kanabar y Muth, 2020;
Kashyap et al., 2022), estas hipdtesis podrian explicar el efecto observado sobre la
viabilidad celular. No obstante, también se observdé un aumento progresivo en el
porcentaje de viabilidad con respecto al tiempo; sugiriendo la adaptacion de las células a
medida que los niveles de expresion disminuian, permitiendo compensar el efecto de la
sobrecarga proteica (Abruzzi et al., 2002; Kitano, 2004; Li et al., 2014; Moriya, 2015 y
Prelich, 2012).

Sumando a la evidencia, las células pQBI-25 + GANK S mostraron el mayor indice
de crecimiento con respecto al control, siendo este significativo a las 48, 72 y 96 horas;
sugiriendo que la sobreexpresion de Gankyrin ejerce un efecto positivo sobre la
proliferacion celular. Estos resultados coinciden con lo reportado por Yu et al., (2022)
quienes observaron un incremento significativo en el nimero de células producto de la
sobreexpresion de Gankyrin en células A549 y H460. Por el contrario, Zheng et al., (2014)
y Camacho-Moll et al., (2019) reportaron que la inhibicion de Gankyrin suprime la
proliferacion y conduce al arresto celular en modelos de colangiocracinoma y células
NTera2. En células pQBI-25 + GANK AS no se observo un efecto sobre el crecimiento
celular a las 48 horas con respecto al control. Contrariamente, se observd un aumento
significativo en el indice de proliferacion en el periodo comprendido de las 72 y 96 horas.
No obstante, este crecimiento se mantuvo por debajo del observado en las células pQBI-
25 + GANK S. En conjunto, estos resultados sugieren que tanto la sobreexpresion como
la inhibicion de Gankyrin tienen un efecto sobre la viabilidad y proliferacion de la linea
celular 5637. Diversos estudios han revelado nuevas clases de oncogenes involucrados en
el mantenimiento tumoral (Pagliarini et al., 2015). La activacion de mutaciones en otros
componentes de las vias de sefializacion inducidas por el oncogén, son favorecidas por la
inhibicion del oncogén y ocurren a través de la induccion de factores de crecimiento y la

sefializacion mediada por RAS (Poulikakos et al., 2010); re-estableciendo las vias de

65



sefializacion originales (Poulikakos et al., 2010; Hatzivassiliou et al., 2010; Van Allen et
al., 2014). Adicionalmente, las variaciones en la proporcién respuesta-resistencia
producto de la inhicion del oncogén (Sharma et al., 2006; Sharma y Settleman, 2010;
Stegmeier et al., 2010) son atribuidas a la diferencia en la activacion e inactivacion de
proteinas de sefalizacion que regulan las sefiales pro-supervivencia y pro-apoptoticas
(Sharma et al., 2006). Sugiriendo que el rango de transactivacion de estos mecanismos de
retroalimentacion hace un sttil discernimiento entre el “shock’ oncogénico y la activacion
de mecanismos de resistencia en distintos tipos de cancer. Dentro de estos procesos, se
han reportado como rutas clave en la regulacion, las vias MAPK y PI3K-AKT; descritas
dentro de las vias de interaccion con Gankyrin (Man et al., 2010; Liy Guo, 2010; Kanabar
y Muth, 2020). Pudiendo atribuirse a este fendmeno, las diferencias observadas en el
comportamiento de las células transfectadas para la sobreexpresion y silenciamiento de
Gankyrin. No obstante, es necesario realizar ensayos complementarios para una
determinacion concluyente sobre el efecto de Gankyrin sobre la proliferacion de la linea

celular 5637.

Referente al potencial migratorio de las células pQBI-25 + GANK S; se observd una
mayor motilidad aunado a un porcentaje de cierre de lesion significativamente mayor a
las 24 (78.79 %) y 48 horas (96.52 %) con respecto al control (33.73 % y 67.41 %
respectivamente). Por el contrario, en células pQBI-25 + GANK AS se observd una
disminucion de la motilidad celular a las 24 y 48 horas. Esta reduccion se vi6 reflejada de
forma significativa a las 48 horas, en un menor porcentaje de cierre de lesion (36.61 %)
con respecto al control (67.41 %) y las células con sobreexpresion de Gankyrin (96.52 %).
Considerando las posibles variaciones entre los porcentajes de migracion en funcion de
las lineas celulares analizadas, estas observaciones coinciden con los efectos reportados
en la motilidad celular producto de la sobreexpresion e inhibicion de Gankyrin en distintas
lineas celulares (Ortiz ef al., 2008; Sun et al., 2011; Zhen et al., 2012; Zheng et al., 2014;
Yu et al., 2022). A pesar de esto, el mecanismo molecular a través del cual Gankyrin
promueve la migracion celular y metéstasis permanece sin esclarecerse; siendo algunas
de las posibilidades, la activacion de las vias PI3K/AKT, IL-6/STAT3 y Wnt/B-catenina;

modificando la dindmica del citoesqueleto y la expresion de moléculas de adhesion y otros
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marcadores de migracion e invasion (Sun ef al., 2011; Zheng et al., 2014; Wang et al.,
2016). Algunas moléculas intermediarias en estas vias de sefializacion han sido propuestas
como marcadores de invasion en cancer de vejiga (Gontero et al., 2004; Zhao et al., 2020;
Tsai et al., 2023). Por lo que sera de creciente interés, evaluar el perfil de expresion de
estos marcadores y su relacion con los niveles de expresion de Gankyrin. En conjunto,
estos resultados sugieren que los niveles de expresion de Gankyrin afectan la viabilidad,

proliferacién y migracion de las células 5637 de carcinoma urotelial.
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CONCLUSION

En conclusion, la sobreexpresion de Gankyrin afecta positivamente la viabilidad y
proliferacion de la linea celular 5637 de carcinoma urotelial. Ademés de aumentar la
motilidad celular. La inhibicion de Gankyrin por medio de un vector antisentido, redujo
en un principio la viabilidad y proliferacion de la linea celular 5637. No obstante, este
efecto disminuyd en funcién del tiempo. Asimismo, la inhibiciéon de Gankyrin redujo de

forma significativa el potencial migratorio de las células 5637.

En conjunto, estos resultados sugieren que los niveles de expresion de Gankyrin afectan

la viabilidad, proliferacion y migracion de las células 5637 de carcinoma urotelial.
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PERSPECTIVAS

Evaluar la fase del ciclo celular en la que yacen las células posteriores a la

sobreexpresion e inhibicion de Gankyrin.

Evaluar el estado de activacion de moléculas de interaccion con Gankyrin
implicadas en los procesos de proliferacion y migracion celular asociados al cancer

de vejiga.

Evaluar el perfil de expresion de Gankyrin en otras lineas celulares y muestras de

tejido provenientes de distintos estadios de cancer de vejiga.
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