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1. RESUMENES

1.1. ABSTRACT

The cancer is, undoubtedly, one of the most challenging disease being faced by the biomedical
research. There are plenty of genes on which the scientific community is working on, and in many cases
it has been shown that some of those genes are involved in most types of cancer. This statement leads
to think that alterations in those genes have a mayor importance in the development of tumors, even
when the mutation itself is not directly bounded to the starting event of the oncogenesis. PTEN gene
is a good representative of those genes, as it is the second most frequently mutated tumor suppressor
genein cancer, just behind p53. Nearby in 30% of cancers mutations on PTEN can be found. The protein
encoded by this gene (PTEN) plays a key role in the regulation of one of the most important signaling
pathway in cell metabolism, growth, proliferation and migration — the PI3K/AKT pathway. In addition
to be the direct responsible of the cancer, as it is in the Cowden syndrome, loss of PTEN function is a
mayor determinant in the tumor growth. Here we hypothesize that PTEN overexpression might
prevent tumor growth and metastasis in cells harboring mutations on genes deeply involved in cancer
— BRCA1, KRAS, MYC and PIK3CA. Therefore, we purpose to prevent cancer growth mediated by these
genes through the overexpression of PTEN. In order to fulfil that goal, we propose the following pilot
project — a copy of PTEN under inducible expression with Tet-On system will be introduced in an
immortalized cell line. Then we will introduce mutations in several oncogenes and tumor suppressors.
As a means of mimicking the most common mutations in those genes, extra copies of the two
commonly amplified genes — MYC and PIK3CA — harbored in high expression vectors will be
transfected. Coding regions of the remaining two — BRCA1 and KRAS — will be edited by the
CRISPR/Cas9 system, so the most common mutations can be expressed in the cells. In order to test the
functional consequences of these alterations, cell proliferation and cell migration will be our read-outs.
If our hypothesis is correct, overexpressing PTEN should prevent proliferation and migration capacities
showed by cell cultures harboring the most common mutations in cancer. If this proof-of-concept
project is positively fulfilled, it would open a window in therapy whereas preventing oncogenesis

driven by different genes could be feasible changing the regulation of one.

Key words: PTEN, Cancer, Overexpression, PIK3, AKT, Myc, BRCA1, KRAS.



1.2. RESUMEN

El cdncer es, sin duda, una de las enfermedades que mayores retos presenta en la investigacion
biomédica. Son muchos los genes involucrados en el cancer con los que se esta investigando, y en
muchos casos se ha observado que algunos genes aparecen mutados en una gran parte de los tumores,
lo que da a entender que la alteracién de estos genes puede ser clave en el desarrollo de gran parte
de los tumores, aun cuando no esté directamente ligada al inicio de la formacién del tumor. Un claro
ejemplo de este grupo es el gen PTEN, el segundo supresor tumoral mas mutado en el cancer, por
detras de p53. Se estima que se pueden encontrar mutaciones somaticas de PTEN en el 30% de los
canceres. La proteina codificada por este gen (PTEN) tiene un papel central en la regulacién de una de
las rutas de sefializacion mas importantes en el metabolismo, crecimiento, proliferacién, supervivencia
y migracion: la ruta PI3K/AKT. Por ello, ademas de ser la causante del sindrome de Cowden, la pérdida
de funcidn de PTEN es un evento importante en el desarrollo y migracién tumoral. Por ello, en este
trabajo se plantea la hipétesis de que la sobreexpresién de PTEN pueda prevenir el crecimiento
tumoral y metdstasis en células portadoras de mutaciones en genes relacionados con el cancer,
concretamente en los genes BRCA1, KRAS, MYC y PIK3CA. Por tanto, nos planteamos como objetivo
prevenir el desarrollo del cancer en las vias de los genes nombrados mediante la sobreexpresion de
PTEN. Con este objetivo, se introducird una copia de PTEN con un sistema de expresién inducible Tet-
On en una linea celular inmortalizada, y luego se introduciran las mutaciones en oncogenes y
supresores tumorales. Con el fin de imitar las mutaciones mas comunes en estos genes, se introducira
una copia extra de los genes comunmente amplificados (MYCy PIK3CA) en un vector de alta expresion.
Se editaran las regiones codificantes de los dos restantes (BRCA1 y KRAS) con el sistema CRISPT/Cas9,
de modo que se expresen las mutaciones mas comunes. Con el objetivo de testar las consecuencias
funcionales de las alteraciones, realizaremos ensayos de migracion y proliferacion celular. Si nuestra
hipdtesis es correcta, sobreexpresar PTEN deberia evitar la capacidad proliferativa y migratoria
mostrada por los cultivos celulares que alberguen las mutaciones mas comunes en el cancer. Si esta
prueba de concepto tuviera resultados positivos, se abriria una nueva ventana en la terapia por medio
de la que prevenir la oncogénesis guiada por diferentes genes pudiera ser factible cambiando

Unicamente la regulacidn de uno de ellos.

Palabras clave: PTEN, Cancer, sobreexpresioén, PI3K, AKT, Myc, BRCA1, KRAS.



2. INTRODUCCION

Segun el Instituto Nacional del Cancer (NCI) de EEUU y la Asociacidn Esparfiola Contra el Cancer
(AECC), el cancer se define como un conjunto de mas de 200 enfermedades relacionadas en las que
algunas de las células del cuerpo empiezan a dividirse sin detenerse y se diseminan a los tejidos
circundantes. Puede empezar en cualquier lugar del cuerpo, cuando el proceso natural y ordenado de
crecimiento, divisién y muerte de células se descontrola, de modo que las células que acumulan dafios
en el DNA, en vez de morir, sobreviven y forman células nuevas. Cuando se acumulan estas divisiones,

las células pueden formar masas llamadas tumores.

Debido a la diversidad y complejidad que presenta esta enfermedad principalmente en cuanto
a su patogenia y a su etiologia, es sumamente complicado entender cudles son sus mecanismos para
poder desarrollar un tratamiento eficaz. Los principales tratamientos hasta ahora son la radioterapia,
quimioterapia y cirugia, aunque son ineficaces contra los canceres mas agresivos en estados
avanzados. Incluso, son tratamientos considerablemente invasivos, ya que pueden dafiar los tejidos
alrededor del tumor, o por ser inespecifico, como ocurre con la quimioterapia. Por esto, urge, primero,
entender los mecanismos por los que se crea el cancer, y segundo, encontrar tratamientos que sean
mas eficaces y menos invasivos para cualquiera que sea el estado de la evolucidn del cancer. Uno de
los tratamientos en desarrollo mas prometedores es la terapia génica, la cual pretende en esencia

introducir genes especificos para recuperar la funcién normal de la célula (NCI).

Para la creacion de células cancerigenas, es necesario que los genes que regulan procesos como
el crecimiento, division y diferenciacién celular estén desregulados o alterados. Estos genes estan
clasificados en dos categorias: por un lado, los oncogenes, que son los genes que fomentan el
crecimiento y la proliferacién celular, y por otro, los genes supresores de tumores, los que inhiben la
division y proliferacion celular. Normalmente se necesita mas de un gen mutado para el desarrollo del
cancer (Knudson, 2011). Ademas, una vez se fijan las alteraciones que dan inicio a la oncogénesis, a
medida que las células se dividen y se forma el tumor, se siguen acumulando dafios en el ADN y se
producen cambios en los oncogenes y los supresores de tumores que favorecen al desarrollo del

cancer.

Se ha propuesto usar como diana terapéutica los genes y proteinas relacionados con las rutas
de transduccidén celulares relacionadas con el metabolismo, crecimiento, proliferacion y migracion
celular; entre ellas, la ruta PI3K/AKT (Xia & Xu, 2015), relacionada, en mayor o menor medida, con
todos los parametros anteriormente nombrados (Figura 1). En células no cancerigenas, ante estimulos

concretos que activan receptores de la membrana plasmatica, se estimula la enzima fosfoinositol 3-


https://www.cancer.gov/espanol/cancer/naturaleza/que-es
https://www.aecc.es/es/todo-sobre-cancer/que-es-cancer

quinasa (PI3K), que se encarga de la fosforilacion de fosfatidinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) a
fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato (PIP3) (Wang et al, 2015). El PIP3 es la principal forma de activacion
de la proteina quinasa B (también llamada AKT), que, a su vez, mediante diferentes rutas, induce la
supervivencia y proliferacién celular. El principal regulador de esta ruta es la proteina PTEN
(phosphatase and tensin homolog), codificada por el gen PTEN, que contrarresta la accion de PI3K al
catalizar la reaccion opuesta (de PIP3 a PIP2). Entre los supresores de tumores mas comunmente

mutados en el cancer, PTEN ocupa el segundo puesto, detras de p53 (McLoughlin et al, 2018).
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Figura 1: Diagrama de KEGG de la ruta PI3K/AKT, con sus interacciones y funciones en los procesos celulares.

3. GENES QUE PORTAN MUTACIONES FRECUENTES EN EL CANCER

A continuacidn, se revisaran PTEN y la interaccion de varios genes importantes responsables de

distintos canceres que tienen relacion directa con PTEN.

Como ya se ha mencionado, la ruta PI3K es una diana clave para la oncogénesis, ya que participa,
mediante diferentes rutas tanto previas a la activacion de AKT como anterior a la activacion de PI3K,

en procesos claves en el funcionamiento de la célula como el metabolismo, crecimiento, proliferacion,



supervivencia y migracion (Hopkins et al, 2014). Como muestra, los genes que actlan en esta ruta
suelen aparecer alterados en los tumores ya formados, lo que indica que la desregularizacion de la ruta
es un factor importante en la evolucidn del cancer, ya que en un estado en el que la enzima AKT esta
activada por encima de lo normal se favorecen los procesos mencionados (Engelman, 2009). Por
ejemplo, PIK3CA (el gen que codifica la subunidad catalitica de PI3K), segin COSMIC, puede mostrar
diferentes alteraciones en distintos tipos de cancer: puede estar sobreexpresado (en el cancer de
ovario en el 49,25% de los casos, mientras que en los canceres de esdfago, cuello uterino y pulmén
supera el 30%), con mutaciones puntuales (en el cdncer de mama y de endometrio en el 27 y 24% de
los casos, respectivamente), o puede tener variaciones en el nUmero de copias (en el cdncer de cérvix,

pulmén y en la parte superior del tracto aerodigestivo esta amplificado en el 13-19% de los casos).

Las tres formas de AKT (AKT1, AKT2, AKT3), codificada por tres genes distintos, suelen aparecer
sobreexpresadas, en proporciones diferentes, en varios tipos de cancer. La que mas comiUnmente
aparece alterada es la AKT2, sobre todo en el cancer de tracto urinario y de endometrio, en los que
supera el 17% de los casos, y también en los cdnceres de ovario, pulmén y pancreas, en los que se

encuentra en el 10-15% de los casos (COSMIC).

3.1 PTEN

Ademads de estar frecuentemente alterado en gran parte de los cdnceres, mutaciones de PTEN
en la linea germinal son causantes del sindrome de Cowden (OMIM), enfermedad que se caracteriza
por crear hamartomas (segun el National Cancer Institute (NCI), “crecimiento benigno (no canceroso)
compuesto por una mezcla anormal de células y tejidos”) y aumenta el riesgo de desarrollar otro tipo
de cancer (Eng, 2016). Se cree que la prevalencia de este sindrome es de alrededor de 1 entre 200.000
(segln Genetics Home Reference). Este sindrome es el mas conocido entre los diferentes sindromes
de tumor hamartoma PTEN. Los pacientes con el sindrome de Cowden (Milella et al, 2015) tienen alto
riesgo de desarrollar en algin momento tumores de seno (85%), tiroides (35%), rifién (carcinoma de

células renales, 33%) y de endometrio (28%).

En dos estudios de 2000 y 2001 se estimd que podemos encontrar mutaciones somaticas de
PTEN en el 30% de los tumores (McLoughlin et al, 2018). En el linfoma difuso de células B grandes,
Abubaker et al (2007) describieron mutaciones en el gen PIK3CA en el 8% y pérdida de PTEN en el 37%

de los casos. Ambas alteraciones se relacionaron con una alta mortalidad (Wang et al, 2015).



Compuesta por 403 aminodcidos, la proteina PTEN es una fosfatasa con actividad sobre
proteinas y lipidos, y es practicamente ubicua en los tejidos humanos. Su principal funcion reside en la
hidrdlisis del grupo sulfato de PIP2 en la membrana plasmatica, como reguladora de la ruta PI3K/AKT.
(Melilla et al, 2015). PTEN es una fosfatasa que contrarresta la fosforilacion de PI3K. De esta manera,
impide la activacion de AKT por PIP3, ya que transforma el PIP3 producido por PI3K en PIP2. EI PIP3 es
principalmente la forma por la que se activa AKT, aunque es posible su activacion mediante otras
tirosina (Ack1/TNK2, Src, PTK6) y serina/treonina (TBK1, IKBKE, DNAPKcs) quinasas que directamente

activan AKT para inducir sus funciones pro-proliferativas (Mahajan, 2012).

Dada su funcion de fosfatasa de PIP3, PTEN cumple varias funciones celulares, entre ellos en la
polaridad de la célula y migracién, en el metabolismo y crecimiento y en el ciclo celular y auto-

renovacion de células madre (Worby & Dixon, 2014)

Esta ruta también cumple funciones importantes en la regulacién del ciclo celular. Bajo
estimulos de crecimiento y mitogénicos, las Y quinasas receptoras reclutan PI3K a la membrana celular,
donde se activa la ruta. La AKT activa promueve la entrada a la fase S fosforilando e inhibiendo GSK3
B. Esta proteina activa inhibe la transicién G1-S inactivando la ciclina D (Brandmaier, Hou & Shen,

2017).

Su actividad proteina fosfatasa, es fundamental para la inhibicién de la migracién celular
regulada por PTEN. Por ejemplo, en células de glioma, para inhibir la migracién es necesaria la
fosforilacién de PTEN llevada a cabo por la actividad fosfatasa de PTEN. También se ha observado que

regula la migracion de estas células reprimiendo la familia de quinasas Scr (Hopkins et al, 2014).

PTEN cumple ademas varias funciones en el nldcleo como supresor de tumores, y su ausencia se
correlaciona con el desarrollo de cancer mas agresivo. Estas funciones son independientes de la

defosforilacion de PIP3 (Hou et al, 2017).

Debido a su funcidn en la regulacién de una ruta central para el metabolismo y proliferacion
celular, PTEN puede tener un papel importante a la hora de impedir el descontrol del ciclo celular
inhibiendo la ruta PI3K/AKT, ya que incluso diversas mutaciones en genes pertenecientes a otras rutas
pueden provocar la desregulacién de esta ruta como pieza importante tanto para dar comienzo a la
tumorigenesis como para acelerar el proceso. Este puede ser el motivo por el que los distintos genes

pertenecientes a la ruta PI3K/AKT, incluido PTEN, suelen estar alterados en el cancer.



3.2. INTERACCIONES DE PTEN CON OTRAS RUTAS Y ONCOGENES O

SUPRESORES DE TUMORES.

Ya que la ruta PIP3/AKT estd implicada en muchos procesos y rutas celulares, podemos deducir
que si consiguiéramos reducir los niveles de activacion de la proteina AKT podriamos regular a su vez
distintos genes y rutas que tienen mayor importancia para los primeros pasos de la oncogénesis,
reduciendo los niveles de activacion de estas rutas y genes o reduciendo la activacién de terceras
enzimas que inhiben los supresores de tumores. Igualmente, si utilizamos la sobreexpresién de un gen
PTEN exdgeno como reguladora de AKT, también conseguiremos, por una parte, que sea mas dificil
gue las dos copias de PTEN se muten y pierdan su funcién, por lo que favoreceria la estabilidad de las
células ante los procesos oncogénicos (Garcia-Cao et al, 2017). Por otra parte, se podria impedir el
desarrollo de tumores en los sindromes de tumor hamartoma PTEN restaurando la copia faltante de

PTEN.

Los objetivos mas interesantes de este método son las rutas en las que al menos uno de sus
mecanismos oncogénicos se basa en la activacion de la ruta PI3K/AKT por la sobre activacion de PI3K.
Un claro ejemplo es la familia de proteinas RAS (HRAS, KRAS y NRAS). Se ha estimado que la familia
RAS estd implicada en alrededor del 30% de los canceres, con especial relevancia del gen KRAS, mutado
en el 17%-25% de todos los canceres y aproximadamente en el 30-40% del cancer de colon, y ademds

los canceres con RAS mutado suelen ser resistentes a los tratamientos habituales (COSMIC).

A continuacion, veremos otros genes que interactian con la ruta PI3K/AKT (Figura 2), ya sea
porque activan PI3K, o que para activarse necesitan interaccién con la proteina AKT activada, o que

dependen de alguna funcidén (o ausencia de funcién) de PTEN independiente de la ruta para ejercer su

PIP3
/4 P
PI3K
BRCA1

FOXO3A

MYC MAX

Figura 2: llustracion de las interacciones de PTEN en las que se fundamenta este proyecto.



funcién oncogénica o supresora de tumores. Analizaremos también si una sobreexpresion de PTEN

podria ser de ayuda para la estabilidad del ciclo celular en caso de que el gen en cuestion esté alterado.

a) BRCA1

BRCA1 (17921.31) es un supresor de tumores, conocido por su incidencia e implicacién en el
cancer de mama, que como parte de un complejo proteico repara los dafios a cadena doble de DNA.
En las células cancerigenas sin el BRCA1, se ha observado que la ruta PI3K/AKT esta constitutivamente
activada. También PI3K habitualmente esta constitutivamente activada en los cdnceres de mama

relacionados con BRCA1 (Minami et al, 2014).

Se cree que BRCA1 puede regular la ruta PI3K/AKT actuando en las quinasas upstream de AKT
(Figura 2), ya que la sobreexpresién de BRCA1 reduce los niveles de AKT activada en las células MCF7
(linea celular del cancer de mama). Por ello, es posible que la perdida de funcién de BRCA1 pueda
activar la ruta en favor de la proliferacidn de las células cancerigenas (Xiang et al, 2008). Hay que tener
en cuenta también que en gran parte de los canceres de mama con mutaciones en BRCA1 también
tienen una alta probabilidad de tener PTEN mutado. Es posible que en ciertos canceres asociados a

BRCA1 la pérdida de PTEN sea el desencadenante de la formacién del tumor.

Sin embargo, la activacion de AKT también es beneficiosa para que BRCA1 ejerza su funcion, ya
gue es capaz de fosforilar BRCA1 impidiendo su degradacion y la activacidon de AKT parece favorecer

la localizacion de BRCA1 en el nucleo.

Contra el cancer de seno, concretamente en los desarrollados a partir de alteraciones en BRCA1
(por ejemplo, en el 50% de los hereditarios), los tratamientos mas utilizados son la cirugia y la
guimioterapia, ambos con considerable impacto en el paciente. En una célula con mutaciones en la
proteina BRCA1, aumentando los niveles de PTEN conseguiriamos reducir los niveles de activacién de
AKT, lo que, como minimo, ralentizaria la formacidn del tumor. Ademas, podria ser util frente a futuras

posibles mutaciones que en células normales acelerarian el proceso (Xiang et al, 2011)

b) KRAS

KRAS (12p12.1) es una proteina G monomérica unida a la membrana, perteneciente a la
subfamilia de proteinas Ras, y que se activa mediante factores de intercambio de nucleétidos de

guanina (GEF: Guanine-nucleotide Exchange Factor). Una vez activada, crea una ruta de transmision



de sefiales celulares activando a su vez otras enzimas (Castellano & Downward, 2011). Esta ruta acaba
induciendo la transcripcién de distintos genes relacionados con el crecimiento celular, supervivencia,

diferenciacion...

Esta proteina tiene interaccion directa con PI3K, concretamente con la subunidad p110a en el
dominio RBD (RAS- binding domain), necesaria para el desarrollo normal del linfangioma vy la
oncogénesis guiada por RAS. En la oncogénesis, la unién de RAS desregulada con PI3K provoca la
activacion de la ruta PI3K (Figura 2). En un estudio con ratones con mutaciones en RBD se ha observado
que se aumenta la resistencia a formar tumores, pero debido a que esta unidn es necesaria para la
formacion normal del organismo, era mas dificil conseguir ratones adultos (Murillo et al, 2014). Por lo
tanto, en un tejido con altos niveles de expresion de PTEN sera mds improbable que se desarrollen

tumores relacionados con RAS y PI3K, dada su regulacién reforzada de la ruta PI3K/AKT.

Otra ruta importante en la oncogénesis es la RAS/MAPK. En unos estudios, aunque la sobre
activacion de Ras en células prostaticas fuera suficiente para aumentar los niveles de MAPK, era
insuficiente para inducir la proliferacidn celular significativamente, pero al incluir mutaciones en PTEN

se desarrollaban tumores rapidamente (Mulholland et al, 2012).

Entre las mutaciones que se puedan encontrar en el gen KRAS, en este proyecto se trabajard
sobre la mutacidn G12D (o c.35G>A) en el exdn 2, que siendo una de las que mas incidencia presentan
en el cancer colorrectal (entre el 33.5-34.4% de las mutaciones de KRAS en este cdncer son G12D
(Chan, 2017)), tiene ademas impacto directo sobre la ruta PI3K/AKT, saltandose su regulacién (Fan et
al, 2008). Por ello, inducir una produccién mayor de PTEN en las células con esta mutacién podria
impedir que se desregulara la ruta, y, en consecuencia, frenar la oncogénesis. La mutacién KRAS G12D
también tiene incidencia en el cancer de ovario (donde representa el 41% de las mutaciones de KRAS,
Khabele, 2017), en el cancer de tiroides (25.2% de las mutaciones de KRAS, Espinosa et al, 2015) y en

el cdncer de pulmon (17% de las mutaciones de KRAS, Lovly et al, 2017).

Diferentes estudios demuestran que en los pacientes con tumores que albergan mutaciones en
el gen KRAS tienen menor sensibilidad a la terapia con anticuerpos anti-EGFR, ya sea en monoterapia

o con quimioterapia (Chan, 2017).

) MYC

MYC es el gen mas frecuentemente amplificado en el cdncer humano (Kaur & Cole, 2013).
Codifica el factor de transcripcion MYC, que actia en conjunto con la proteina MAX. Por su potente

efecto oncogénico, en células normales esta estrictamente regulado, tanto a nivel de transcripcion


https://www.mycancergenome.org/content/disease/lung-cancer/kras/34/
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como de post- transcripcion. Promueve la proliferacion celular y la oncogénesis aumentando la

expresion de E2F, Ciclina D y CDK4 (Xin et al 2017).

Enrelacion a PTEN, c-Myc se estabiliza en cooperacidn con la ruta PI3K, ademas de con la MAPK
(Ras-mitogen activated protein kinase). La activacion de AKT inhibe la GSK3, que fosforila MYC y facilita
la degradacién proteosdmica. AKT, junto a RAS, induce también la supresién de MAD, proteina que
inhibe la trascripcion mediada por MYC (Zhu et al, 2018). En células no cancerosas (Figura 2), los
factores de crecimiento activan la expresién de MYC. Esta, se une a MAX para activar la transcripcion
de genes que favorecen la proliferacién celular. ARF es capaz de inhibir esta accién de MYC, activando
la muerte celular. La concentracién del factor de transcripcion FOXO3A en el nucleo también puede
impedir el crecimiento, por una parte, activando ARF y por otra impidiendo directamente la
transcripcion por MYC/MAX. En este punto, AKT actia como socio de MYC fosforilando e inhibiendo

FOXO3A (Stine et al, 2015).

Una de las enfermedades relacionadas mas conocidas con mutaciones de ¢c-MYC es el linfoma
de Burkitt, debido a la translocacién reciproca t(8;14). En este tumor c-MYC se transloca con un gen
de la cadena pesada de las inmunglobulinas (IGH en inglés), en el cromosoma 14. Esto conduce a una
expresion desregulada y constitutiva de c-MYC, por lo que se alcanzan niveles altos de expresion. Esta
enfermedad hematolégica de las células B se caracteriza por ser muy agresiva y por ser el tumor

humano con mayor velocidad de crecimiento (Molyneux et al, 2012).

Elevando los niveles de PTEN en una célula con MYC amplificado, conseguiriamos aumentar la
activacion de FOXO3A reduciendo la de AKT, impidiendo asi las interacciones MYC-MAX. Sin embargo,
MYC favorece la transcripcién del cluster miR-17 que impide la transcripcién de PTEN (Dang, 2012).
Por lo tanto, si se quisiera aumentar la cantidad de PTEN en células con altos niveles de MYC, se
necesitaria también cambiar el 3’UTR de PTEN, para que el miRNA no pueda silenciarlo. En un estudio
de Mihailovich et al de 2015, descubrieron que en células B tumorosas con el 3’UTR de PTEN mas corto

no tenian sitios de unién con el miRNA.

Entre otros métodos, se han propuesto como objetivos terapéuticos contra los canceres
mediados por MYC la inhibicién farmacoldgica de la ruta PI3K/AKT/mTor (Chen et al, 2018 ) y la
inhibicién de la interaccion MYC-MAX, clave para la expresidon de genes regulados por MYC, lo que
indica que el aumento de PTEN podria ser interesante para mantener la estabilidad celular en células
gue contengan el gen c-MYC desregulado, ya que de esta forma, aumentando los niveles de PTEN
esperamos reducir la estabilidad del complejo MYC-MAX y la inhibicion de la ruta PI3K/AKT,

reduciendo el efecto de la amplificacién de MYC.
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4. OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS CONCRETOS:

Teniendo en cuenta que una gran parte de las mutaciones que predisponen a cancer se
encuentran principalmente localizadas en los genes detallados en el anterior apartado, y que estas vias
tienen relacion con el supresor tumoral PTEN, nos planteamos la hipdtesis de que la sobreexpresion
de PTEN podria prevenir el desarrollo de cdncer en las células portadoras de mutaciones en MYC,
BRCA1, KRAS, PIK3CA y en el mismo PTEN. Por lo tanto, nos planteamos como objetivo prevenir el
desarrollo del cancer donde el driver lo componen genes de otras vias, mediante la sobreexpresion de
PTEN. Este proyecto se fundamenta en la importancia de PTEN en regular distintas rutas celulares
relacionadas con el cdncer para disefiar un posible tratamiento preventivo. Con este fin, se
sobreexpresara PTEN en células portadoras de una mutacion en uno de los genes anteriormente
explicados, las cuales se introducirdn en condiciones de sobreexpresion de PTEN. De esta manera, se
evitardn los danos en el DNA que puedan producirse en las células durante el crecimiento
descontrolado que provocarian dichas mutaciones. Para ello, se llevardn a cabo los siguientes objetivos

concretos:

1. Obtencion de las células inmortalizadas.

2. Introduccion del sistema TET-On con PTEN en las células. Para ello, se hara uso del sistema
T-REx™, de Invitrogen. Se transfectaran por separado el pldsmido regulador y el de
expresion. Se prepararan, ademas, cinco cultivos: uno se dejara como control, y en los otros
cuatro se realizara el siguiente paso.

3. Introduccion de la mutacidn de un gen de interés en cada uno de los 4 cultivos. Para ello, se
emplearan dos tratamientos diferentes:

a. Transfeccion estable de un plasmido de alta expresion con los genes que suelen
estar amplificados, MYC y PI3KC2.

b. Introduccion del SNP mediante el sistema de edicion genética CRISPR/Cas9 en los
genes KRAS y BRCAL.

4. Comprobacién de las alteraciones. En este paso, se probara si la alteracion realizada en cada
uno de los cultivos ha sido exitosa. Con este fin:

a. Serealizard la una RT-PCR cuantitativa para concluir si se sobreexpresa la copia extra
del gen que se haya introducido (PIK3CA o MYC).
b. Se secuenciara el exdn en el que se encuentre la mutacion de los genes BRCA1 y

MYC.
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5. Prueba de proliferacién y migracion celular: se realizaran tres pruebas in vitro como modelo
para probar la capacidad metastasica, comparando los cultivos con sobreexpresion de PTEN

con los que tengan una expresién normal de PTEN.

5. METODO EXPERIMENTAL

A continuacion, se detallarda el procedimiento con el cual se cumplirdn los objetivos
mencionados. Ademas, se podran consultar el cronogramay el presupuesto del proyecto en los Anexos

1y 2, respectivamente.

5.1. OBTENCION DE CELULAS INMORTALIZADAS

Para llevar a cabo la prueba de concepto es necesario que las células con las que se vaya a
trabajar sean sanas, es decir, que no sean derivadas de tejidos tumorales. Por lo cual, no se pueden
usar las habituales lineas celulares con mutaciones en los genes de interés porque son derivadas de
tumores ya formados. En este trabajo se propone la eleccidn de la linea celular humana de células
epiteliales inmortalizadas con hTERT de mama (hTERT-HME1, ATCC® CRL-4010™). Se cultivaran
siguiendo las instrucciones de la empresa ATCC, con el medio MEGM de Lonza/Clonetics Corporation

(Kit Catalog N2 CC-3150).

5.2. EXPRESION REGULADA DE PTEN CON EL SISTEMA TET-On

Se ha seleccionado el kit T-REx™ System de Invitrogen (Figura 3) para conseguir una linea celular
gue regule la expresion de PTEN por el método TET-On. Este kit consta, principalmente, del vector
regulador pcDNA 6/TR, que expresa el represor de tetraciclina (Tet) regulado por el promotor de alta
expresion CMV, y el vector de expresion pcDNA 4/TO, que consiste en un promotor hibrido de CMV y

el operador de tetraciclina 2 (TetO2), para una alta expresién del cDNA regulada por tetraciclina. Se

Figura 3: Vector de expresion pcDNA 4/TO y regulador pcDNA 6/TR
del sistema T-REx.
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obtendra el vector de expresién con el ORF (para PTEN poder evitar la inhibicion llevada a cabo por
miR-17) de PTEN ya introducido. Ademads, para la seleccién de lineas celulares estables, contiene el

gen de resistencia a la Zeocina. La transfeccién de ambos vectores se hara en distintas fases.

a) Introduccion del vector regulador en las células.

Para generar lineas celulares que expresen el sistema TET-On se introducira el vector regulador
pcDNA  6/TR, siguiendo la guia del T-REx™ System accesible en TermoFisher
(https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/trexsystem_man.pdf). Tras conseguir un
stock del plasmido, se procedera a la transfeccion siguiendo el protocolo de Lipofectamine 2000
Reagent, también en TermoFisher, un compuesto para facilitar la transfeccién de la empresa

Invitrogen.

Ya que para este proyecto se necesitard que todas las transfecciones sean estables, se
expondran las células transfectadas al antibidtico necesario para la seleccién 48 horas tras la
transfeccion. En este caso, se incubaran de modo que no cubran mas del 50% de la superficie en el
medio de seleccidn, con la cantidad de blasticidina necesaria para destruir las células no transfectadas.

Se repetird este Ultimo cada 3-4 dias, durante los siguientes 10 dias.

b) Seleccion de lineas celulares transfectadas

Siguiendo la guia del plasmido para seleccionar las células que tengan mayor expresién del
represor de Tet, se prepararan al menos veinte colonias. Luego se transfectardn estas colonias con el
plasmido de control positivo que contiene el gen lacZ (pcDNA 4/TO/lacZ), y se realizard una medicion
de la expresidn de B-galactosidasa, mediante la técnica western blot. Se seleccionaran las copias que

tengan una menor expresiéon basal y mayor expresion inducida por tetraciclina.

c) Transfeccion del vector de expresion

Tal y como se remarca en el manual pcDNA 4/TO, debido a que la expresion del gen de interés
es dependiente de la expresidn del represor de Tet, se seguira la proporcién indicada (6:1) de pcDNA
6/TR:pcDNA 4/TO para conseguir una expresion de PTEN dptima. Se seguird el mismo protocolo de
transfeccién empleado para el vector regulador. Esta vez, para seleccionar las lineas celulares estables
en el medio de seleccidn se incluirdn tanto la blasticidina como la zeocina, y se seguiran los plazos

marcados con el anterior plasmido.
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d) Comprobacion de la expresion inducida de PTEN

Una vez se hayan obtenido colonias con el sistema regulador, se probard si sobreexpresan
correctamente PTEN en presencia de doxicilina, para lo cual, se seguird el protocolo de TermoFisher
para los ensayos de expresion génica con las sondas TagMan. En todos ellos se usaran las células
inmortalizadas como control, y se seleccionardn ademas varias colonias diferentes para escoger las

gue expresen los genes introducidos en mayor cantidad.

En este manual, se separa el procedimiento en cuatro apartados. Primero, se incubaran las
células durante 24 horas en presencia de doxiciclina. Luego, se picaran varios clones de diferentes
colonias y se preparara la muestra de cDNA en tres pasos: aislar el RNA total de las células, realizar la
transcripcidn inversa, y por Ultimo comprobar la pureza del cDNA. Segundo, se preparara la mezcla de
reaccion. En ella irdn incluidos los primers, que se disefardn antes de comprar el producto, a partir de
la herramienta de disefio de primers de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/),
sobre la secuencia cDNA de PTEN. Luego, se preparard y cargara la placa y se iniciara la reaccion RT-
PCR. En el documento se indica el procedimiento concreto de la reaccion dependiendo del equipo que
se prefiera utilizar. El Ultimo paso, que consiste en analizar los resultados haciendo uso de los manuales

respectivos al equipo que se haya utilizado.

Para finalizar, se escogeran las colonias que en mayor cantidad expresen PTEN, que seran las

gue menor valor CT muestren en los resultados.

5.3. ALTERACION DEL GEN DE INTERES

Una vez se haya conseguido un cultivo de células inmortalizadas con alta expresidén de PTEN, se
preparardn cinco subcultivos. Uno se dejara como control, y en los restantes cuatro se introduciran las
mutaciones en los genes BRCA1, c-MYC, KRAS y PI3K. Luego, cada uno de esos cinco cultivos se
dividiran en dos, para poder utilizar uno de ellos como control, sin sobreexpresar PTEN. Como
resultado, al final se conseguiran diez cultivos, que seran: seis de control (uno sin alterar y los otros
cinco con solamente PTEN, BRCA1, KRAS, MYC o PIK3CA alterados), y otros cuatro con PTEN

amplificado y mutacién en los otros cuatro genes.

a) BRCA1

Con el fin de introducir una mutacién de BRCA1 en las células se empleara la técnica de edicidn

genética CRISPR/Cas9, con la que se alteraran ambas copias del genotipo salvaje con una insercion de
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citosina en la base 5382 (Tabla 1). De esta forma, se conseguird el genotipo BRCA1 5382insC, una de
las dos mutaciones con mayor prevalencia que se encuentran en el gen BRCA1 de las células tumorales

(Petrucelli et al, 2010).

Para este experimento, la secuencia guia serd homdloga del genotipo WT. El sistema
CRISPR/Cas9 se transfiere mediante un plasmido, ademas de la secuencia que se quiera introducir.
Este vector (pCas-Guide) se obtendra desde la empresa OriGene, en el que se pueden observar las dos
secuencias claves en el proceso: la secuencia de la guia RNA, que serdn los oligos sgRNA disefiados y
clonados en el pldasmido siguiendo el protocolo accesible en OriGene (pag 20), y la secuencia del gen
Cas9 (Figura 4). Los oligos se conseguirdn mediante la empresa Sigma-Aldrich. Ademas, se
cotransfectard la secuencia donadora de DNA en forma de oligo, obtenidos a través de SigmaAldrich
(Ultramer® DNA Oligo), junto con los LHA y RHA (Left/Right Homologous Arm) para la recombinacion
homadloga (figura 4).

Secuencia guia

oo

pCas-Guide ‘ |
8.0 kb donadora

3 eﬁ“g
)

Figura 4: Secuencias para la edicion genética. El vector pCas-Guide y la secuencia donadora con los brazos homdlogos
izquierdo y derecho (LHA y RHA).
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En este caso, para la recombinacion homodloga del DNA se transfectara la secuencia
comprendida entre el 192 exdn hasta el codén de terminacién de la region codificante de la proteina

p220 del gen BRCA1 con el genotipo 5382insC, entre los dos brazos homdlogos.

La preparacion del vector pCas-Guide, su clonacién en bacterias y el cribado se llevaran a cabo

siguiendo el protocolo anteriormente mencionado de OriGene. El constructo de los elementos

BRCA1 WT 5'-CACCAAGGTCCAAAGCGAGCAAGAGAATCCCAGGACAGAA-3'

BRCA1 5382insC 5'-CACCAAGGTCCAAAGCGAGCAAGAGAATCCCCAGGACAGAA-3'

Tabla 1: Secuencias BRCA1 del genotipo salvaje y 5382insC
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necesarios para la recombinacion homodloga con la secuencia donadora de DNA también se

secuenciara para comprobar si se ha sintetizado correctamente.

b) KRAS

Como ya se ha comentado, el oncogén KRAS es uno de los que mas comiUnmente se puede
encontrar alterado en gran parte de los cdnceres, sobre todo los relacionados con el aparato digestivo.
En este proyecto se introducird en las células la mutacién ¢.35G>A (o G12D), que como podemos ver
enlaTabla 2, se diferencia con el alelo silvestre en una transversién no sindnima de guanina a adenina,
lo que conlleva la sustitucién de glicina por acido aspdrtico en el 122 aminoacido. Esta mutacion

representa entre el 33.5-34.4% (Chan, 2017) de las mutaciones de KRAS en el cancer colorrectal.

Precisamente, haciendo objetivo esta mutacién (entre otras) se ha conseguido controlar el
crecimiento tumoral usando la técnica CRISPR/Cas9, reemplazandola por la secuencia silvestre (Kim et
al, 2018). Por ello, en este experimento se usard la secuencia guia de RNA seleccionada en dicho
articulo como secuencia donadora de DNA, y la secuencia del alelo salvaje como sgRNA. Es decir, se
seleccionardn las mismas secuencias para provocar el proceso contrario, con lo que se conseguiran

células que tengan ambas copias del gen KRAS con la mutacion c.35G>A.

La edicién genética se realizara con el mismo método utilizado con BRCA1.

KRAS WT 5'-CTTGTGGTAGTTGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCC-3’

KRAS €.35G>A 5 -CTTGTGGTAGTTGGAGCTGATGGCGTAGGCAAGAGTGCC-3'

Tabla 2: Secuencias de los genotipos KRAS salvaje y G12D

c) MYC

Se emulara la oncogénesis activada por la desregulacién del gen c-MYC provocada por la
variacién en el nimero de copias, ademds de su transcripcién constitutiva, mediante la transfeccion
estable del plasmido pcDNA3.1+/C-(K)DY (Figura 5) disponible en GenScript. Este tipo de vector de
expresidn en mamiferos contiene el promotor CMV, ademas del gen de resistencia a Neomicina para

su seleccion.
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Tal y como aconseja la guia del plasmido, se seguird el protocolo para la transfeccion con

Lipofectamine 2000 Reagent, ya mencionado anteriormente.

Con el fin de seleccionar las colonias en las que se haya producido la transfeccion estable, se
indica que tras un dia de incubacion se deberd renovar el medio. 48 horas tras la transfeccién, se
inoculardn unas pocas células en el medio con la cantidad de Geneticina necesaria para las células, de

modo que las células no cubran mas del 25% de la superficie de la placa. Se alimentaran las células con

el medio de seleccién durante los siguientes 3-4 dias, hasta que se localicen las colonias resistentes
(aproximadamente 10 dias). De esta forma, se identificaran las células que hayan integrado el gen de

modo permanente en su genoma.
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Figura 5: llustracion del plésmido pcDNA3.1+/C-(K)DY.

d) PIK3CA

En este experimento solamente se introducird una copia extra de la unidad catalitica. En
concreto, se ha elegido el gen PIK3CA (o P110a), ademas de por ser el gen de la familia PI3K mas
comunmente mutado en el cancer (Fruman & Rommel, 2014), que la sobreexpresién de este gen es
suficiente para activar la ruta PI3K/AKT vy, por tanto, potencialmente provocar la oncogénesis (Du et

al, 2016; Wang et al, 2014).

Aligual que con c-Myc, se adquirird el ORF del gen ya insertado en un vector pcDNA3.1+/C-(K)DY
(Figura 5). De esta manera, se podran utilizar los mismos protocolos referenciados anteriormente para

la transfeccioén.
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5.4. COMROBACION DE LAS ALTERACIONES

Por un lado, en los cultivos que se hayan introducido una copia extra de un gen para provocar
su sobreexpresion (es decir, a los que se les han transfectado los genes PI3KCA y MYC), se realizara un
western blot, con el anticuerpo DYKDDDDK Tag, que como se puede observar en la Figura 5, es una

secuencia acoplada al ORF del gen introducido.

Por otro lado, para comprobar si la edicién genética de los genes BRCA1 y KRAS, primero se
conseguiran colonias monoclonales. Con este propdsito, se llevaran a cabo varias diluciones seriadas
en una placa de pocillos hasta que se consiga que quede una sola célula en un pocillo. Para el cuenteo
de las células, se usara un contador de células automdtico, por ejemplo, el TC20 Automated Cell
Counter de Bio-Rad. Una vez se haya conseguido aislar las células en los pocillos, se dejaran incubando

durante 4-6 dias, hasta que crezcan las colonias monoclonales.

Luego, se aislard el DNA de estas colonias, se amplificard y se secuenciard, con intencion de
identificar las colonias que contengan ambas copias de sus respectivos genes alteradas.
Concretamente, se amplificara mediante PCR el exdn completo que contenga la mutacidn que se haya
introducido. En caso del gen BRCA1, se amplificara el exdn 19, el cual abarca el espacio entre el
nucledtido 160849 y el 160932 (84 nucledtidos). Los primers se volveran a disefiar con el Primer
Designing Tool de NCBI. Adicionalmente, para comprobar la edicién del gen KRAS se secuenciara su
segundo exdén, donde se encuentra la mutacion G12D del gen KRAS, entre las posiciones 10537 y

10647, es decir, 110 nucledtidos.

5.5. PRUEBA DE MIGRACION Y PROLIFERACION CELULAR

Una vez se hayan conseguido los diez cultivos necesarios, es momento de probar si realmente
la posibilidad de sobreexpresar PTEN es util para paliar los efectos que tienen las mutaciones
habituales en el cancer en distintos genes. Con ese fin, se llevaran a cabo tres pruebas in vitro para
monitorizar el crecimiento y migracidn celular, por lo que se necesitaran un minimo de tres copias de
cada cultivo. Se comparara cada cultivo con sobreexpresién de PTEN y mutacién en otro gen con el
cultivo original (sin sobreexpresion de PTEN ni mutacion en los genes de interés) y el cultivo con el
mismo gen alterado, pero sin la sobreexpresién de PTEN. Por ejemplo: el nivel de proliferacion del
cultivo con sobreexpresién de PI3KCA se comparara con el cultivo gemelo, pero sin doxiciclina para ver

la hipotética mejora de la sobreexpresién de PTEN, y también con el cultivo sin sobreexpresién ni de
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PIK3CA ni de PTEN para observar si la sobreexpresién conjunta de ambos genes tiene algin impacto

sobre el cultivo original.

a) Ensayo de proliferacion celular in vitro

Se espera que la velocidad de creacién de tumores y por tanto de proliferacion celular sea menor
en las células que sobreexpresen PTEN, y con el fin de comprobarlo se realizaran las dos pruebas in
vitro. Primero, se dejaran incubando los diez cultivos (cinco de ellos con doxiciclina) a 372C con un
numero de células parecido en cada uno, y se iran contando dia a dia con ayuda del colorante Trypan
blue. Este colorante tiene la particularidad de teiiir de azul solamente las células con la pared celular
dafiada, por lo que solamente las células muertas se verian azules bajo el microscopio éptico
(TermoFisher). En caso de que el experimento resulte exitoso, se deberia ver un mayor nimero de
células tefiidas de azul en el cultivo con PTEN amplificado que en cultivo de células hTERT-HME1

originales y aun mayor que en los cultivos de control con el gen mutado y sin PTEN amplificado.

Ademas, como complemento para comprobar la proliferacion celular, se hard una prueba
paralela, y en este caso se distinguiran las células vivas de las muertas mediante el metabolismo. Se
empleara el kit de ensayo de toxicologia in vitro (In vitro Toxicology Assay Kit, Sigma- Aldrich), basado
en el Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). En el interior de la célula, la
enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa reduce el MTT en formazan, un compuesto de color
azul. Gracias a esto, es posible medir la cantidad de células vivas por actividad enzimatica, ya que la
intensidad del color azul es proporcional al nimero de células con actividad deshidrogenasa. Se lleva
a cabo midiendo la intensidad del color del formazan con el espectrofotometro en una longitud de

onda de 570nm.

b) Ensayo de migracion e invasion celular in vitro

Junto con la proliferacion, la motilidad de las células cancerigenas es su cualidad mas
caracteristica. Por lo tanto, para demostrar si con la sobreexpresion de PTEN es posible impedir que
las células migren a otros tejidos y que formen una metastasis, se realizard el ensayo de Wound
healing. Se trata de una prueba en la que se raya una capa unicelular confluente, y se mide la velocidad
con la que se cierra la herida (Justus et al, 2014). La prueba se repetira cada dia, con el objetivo de

observar durante cuanto tiempo es capaz de estabilizar la sobreexpresién de PTEN la migracién celular.
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6. CONCLUSION, RESULTADOS ESPERADOS Y BENEFICIO DEL PROYECTO

En caso de que se lograra demostrar que lo que propone este proyecto de prueba de concepto
es factible, ademas de la posibilidad de completarlo realizando experimentos in vivo, podria suponer
un innovador enfoque en la investigacion contra el cancer. Se trataria de impedir que los efectos que
algunos genes relacionados con la carcinogénesis tendrian cambiando la regulacion de otros genes
(que ademas este cambio de regulacion per se impediria la formacion de cancer llevada a cabo por

fallos en ese gen) que estén relacionados con su sefializacidn.

Como se ha podido ver, el gen PTEN tiene un rol central en la sefializacién de varios oncogenes
y supresores de tumores, y entre ellos en este proyecto se han seleccionado cuatro que estan mas
directamente relacionados y con los que la sobreexpresién de PTEN tendria el efecto deseado. Estos
cuatro (cinco, contando con el propio PTEN) presentan una incidencia de mutaciones muy alta entre
los genes que mds comunmente aparecen mutados durante el cancer, e incluso son responsables
directos del inicio de la oncogénesis. Incluso, la ruta PI3K/AKT también es una de las reguladoras de la
proteina supresora de tumores p53, aunque no parece que se pueda estabilizar la célula ante una
mutacién del gen p53 solamente aumentando los niveles de PTEN. Las rutas de sefalizacion que son

reguladas por la ruta PI3K/AKT se puede ver en el diagrama de KEGG (Figura 1).

A priori, los beneficios que podria producir un resultado positivo de este experimento serian,
como terapia preventiva, una mayor estabilidad de las células ante efectos cancerigenos y menor
posibilidad de invasién y metastasis. También se ha comentado que este método puede abrir nuevas
perspectivas de investigacion. Por ejemplo, llevado a experimentos in vivo, con ratones con tendencia
a desarrollar cancer colorrectal (donde KRAS es uno de los principales causantes), o con la mutacién
G12D de KRAS, se podrian introducir células que sobreexpresen PTEN y observar se es posible, cuanto
menos, retrasar el desarrollo tumoral, habiendo observado que in vitro es posible. También se podria
experimentar con ratones nude, como alternativa mds simple. Esta prueba consistiria en introducir
tumores a estor ratones inmunodeprimidos, con mutaciones en los genes que se quieran investigar, e

introducir un vector de alta expresion de PTEN.

También se observa la posibilidad de realizar este mismo método con genes diferentes a PTEN
qgue tengan un rol central en el control del metabolismo o ciclo celular, siendo p53 un claro ejemplo.
Ademds, se podria llegar a combinar la expresién manipulada de dos genes para garantizar la

estabilidad celular ante un abanico mayor de causantes del desarrollo del cancer.
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ANEXO 2:

PRESUPUESTO
OBIJETIVO PRECIO VENDEDOR
Obtencidn de células inmortalizadas hTERT-HMEL Contactar con ATCC ATCC
1
Medio MEGM 100mL 13000 € ThermoFisher
Vector regulador y de expresion del sistema Tet-On T-REx™ Complete Kit 2,875.00€ ThermoFisher
Lipofectamine 2000 reagent 1.5mL 906.00 € ThermoFisher
Transfeccion
Medio opti-MEM 100mL 3005 € ThermoFisher
2
Comprobacidn de la transfeccion Pierce™ Fast Western Blot Kit 12800¢€ ThermoFisher
TagMan™Gene Expression Assay 207.00€ ThermoFisher
Comprobacion de la expresion regulada de PTEN
Primers de PTEN 9306 € SigmaAlrich
pCas-Guide Cloning Kit CRISPR Vector 41000€ Origene
RNA oligos de BRCAL 253.00€ IDT
Edicion por sistema CRISPR RNA oligos de PIK3CA 253.00€ IDT
3 DNA oligos de BRCA2 11287 € IDT
DNA oligos de PIK3CA 11297 € IDT
pPcDNA3.14/C-(K)DYK MYC 14000€ GenScript
Introduccion de MYC y PIK3CA
pcDNA3.1+/C-(K)DYK PIK3CA 338.00€ GenScript
Comprobacion de expresion de MYC y PIK3CA Anticuerpc DYKDDDDK Tag 131.00€ GenScript
Primers de BRCA1 8306 € SigmaAlrich
4
PCR y secuenciacion de los genes KRAS y BRCAL Primers de KRAS 83.06 € SigmaAlrich
Secuenciacion 180.00 € | Eurofin Genomics
Colorante Trypan blue 100mL 3180¢€ ThermoFisher
S Ensayo de proliferacion celular
In Vitro Toxicology Assay Kit, MTT based 593.00 € ThermoFisher

TOTAL

7,116.97 €







