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RESUMEN.

Q.F.B. Juan Manuel Leyva Castillo

Universidad Auténoma de Nuevo Le6n. Facultad de Medicina.
Fecha de graduacién. Agosto 2006 Area de estudio: Biologia Molecular

Candidato para el grado de Maestria en Ciencias con Especialidad en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética.

Numero de paginas: 74

Titulo del estudio: “Regulacién de la expresién de la anexinal por el oncogen Wntl en
células PC-12",

Introduccion.

Las proteinas Wnt influencian un amplio rango de tejidos vy afectan procesos como determinacion
de las caracteristicas celulares, crecimiento celular, muerte celular programada y diferenciacion.
La activacion aberrante de la via de sefializacion es una de las anormalidades mas frecuentes
conocidas en neoplasias humanas. La activacion de la via conlleva a una acumulaciéon de B-
catenina, la cual activa genes responsivos a la familia de factores transcripcionales TCF/LEF,
con los que la B-catenina interacciona. Entre los genes blanco de esta via de sefializacion se
encuentran genes que estan implicados en los procesos tumorales, como ¢c-myc, ciclinaD1 y
MDR1, este Ultimo uno de los genes mas estudiados que confieren resistencia a antineoplasicos.
La anexinal esta involucrada en muchos procesos celulares. Interesantemente, la expresion de
la anexinal confiere resistencia a antineoplasicos en células MCF-7.

Objetivo. Determinar la participacion de 1a region promotora y 3' UTR del gen de la anexinal en
la regulacién positiva por el oncogen Wint1

Materiales y Métodos. A partir del DNA de la linea celular Wint1, se aisié la region promotora de
la anexinal; mediante PCR y se cloné rio armriba del gen reportero de |a luciferasa, en el vector
pGL3-Basic .La region 3'UTR de la anexinal se aisid del RNA total de la linea celular HB+,
mediante RT-PCR, se clond rio abajo del gen reportero de la luciferasa en el vector pCMV-LUC.
Con los vectores resultantes se realizaron ensayos de transfeccion en el sistema expenmental,
para observar la participacion de estas regiones en la regulacion de este gen.

Resultados. Se identificaron 4 posibles sitios de interaccion con los factores transcripcionales
TCF/LEF en la region promotora de la anexinal. Se identificd un posible elemento rico en
adeninas y uracilos (ARE) en la region 3'UTR de la anexinal. Los ensayos de transfeccion
demostraron que tanto la region promotora como la region 3'UTR del gen de la anexinal estan
involucradas en la regulacién positiva mediada por el oncogen Wnt1.

Conclusiones. Debido a que la regién promotora esta involucrada en la regulacién positiva del
gen de la anexinal mediada por el oncogen Wnt1, éste podria ser un blanco directo de la via
candnica Wnt. La mayor expresién del gen reportero de luciferasa en las lineas celulares que
expresan el oncogen Wnt1 comparadas con la linea celdar parental, sugiere una relacién
funcional entre Wnt1 y la region 3'UTR de la anexinal.

DR. FRANCISCO VELAZQUEZ DRA. HERMINIA G. MTZ DRA. ANA M. RIVAS
Director de tesis. Co-director de tesis Co-director de tesis
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CAPITULO I. MARCO TEORICO.

1.1 INTRODUCCION.

La regulacién de la expresion genética es una caracteristica esencial de células
vivientes y se refiere al proceso por el cual el genoma o material genético es
empleado para dar origen a cierto fenotipo. De la cantidad de informacion
genética contenida en todas las células, solo una pequefia fraccion es
expresada como proteinas en cada organismo. En organismos pluricelulares,
los mecanismos de control son muy finos permitiendo la diferenciacion celular y
la adaptacion al medio ambiente.
La expresion de los genes se puede llevar a cabo a diferentes etapas del flujo de
la informacién genética, en este trabajo nos enfocaremos en la sintesis del
RNAm o inicio de la transcripcion y a nivel post-transcripcional donde tienen
gran importancia las regiones no traducidas del RNA mensajero, ya que en éstas
se encuenfran secuencias de unién a protefnas que estabilizan o desestabilizan
a estos RNA mensajeros.

1.2 MODULACION DE LA EXPRESION GENICA.
1.2.1 Regulacién de la iniciacion de la transcripcién.
La activacion transcripcional de los genes eucaridticos durante el desarrollo o en
respuesta a sefiales intracelulares involucra el ensamblaje regulado de
complejos multiproteicos sobre las regiones reguladoras: promotores, y regiones
potenciadoras (enhancers) o inhibidoras (silenciadores). La iniciacion de la
transcripcion, es uno de los puntos de control mas importantes de la regulacién

de la expresion genética. Esta regulacion estd dada principalmente por



interacciones entre secuencias especificas del DNA que pueden localizarse a
distancias varniables del sitio de iniciacién y una coleccién de proteinas, muchas
de las cuales se unen a estas secuencias (llamados factores transcripcionales)
y que acttian en trans induciendo o reprimiendo la expresién’.

Mas de una docena de factores transcripcionales estan implicados tanto en la
formacion del complejo de transcripcién basal de ios RNA mensajeros como en
su estabilizacién. Estas proteinas se ensamblan sobre el promotor de los genes
por etapas. El complejo final, controla el grado en el cual la enzima RNA
polimerasa Il lleva a cabo un paso central en la sintesis de una proteina, la
iniciacion de la transcripcién’.

Entre los elementos cis mas importantes que reconocen el aparato de
transcripcion basal en el promotor de un gran numero de genes esta una
secuencia consenso llamada “caja TATA" que se localiza 30 bases rio arriba del
sitio del inicio de la transcripcion. El primer paso en la formacion del complejo de
transcripcion basal es la union del factor TBP (Proteina de union a TATA) a la
secuencia TATA. Una vez que TBP se une al DNA se unen otras subunidades
llamadas TAFs (factores asociados a TBP)'.

1.2.2 Modulacién de la transcripcién.

El aparato molecular que controla la transcnpcidon en celulas eucaridticas
consiste de cuatro grupos de componentes. Los factores basales son aquellos
esenciales para la transcripcibn no modulada o transcripcién basal, pero no
pueden por ellos mismos aumentaria o disminuirla. Esta tarea de modular la

transcripcion basal recae sobre otros factores transcripcionales conocidos como



activadores o represores, que varian de un gen a otro. Los factores activadores
y represores, se unen a secuencias localizadas dentro del promotor. Estos se
comunican con los factores basales a través de coactivadores proteicos que
estan unidos a un complejo hermético a TBP, y van a regular la actividad de los
genes blanco?.

1.2.3 Regulacion post-transcripcional.

Después de que un gen ha sido transcrito, muchos eventos son requeridos antes
de que su producto proteico sea sintetizado. Estos eventos post-
transcripcionales consisten en el procesamiento del RNA, la exportacion del
RNA del ndcleo al citoplasma, la localizacién del RNAm, la estabilizacion del
RNAm y la regulacién de la traduccion®.

La estructura de las regiones 5 no traducida, el marco de lectura abierto, la
region 3' no traducida y la cola de poli-A dictan que mecanismo molecular
controla la estabilidad del RNAm y su eficiencia de traduccién*

Aunque los elementos reguladores son encontrados en todas partes del RNAm,
es claro que la region 3' no traducida es un lugar de opcién para estos
elementos. Desde el punto de vista mecanistico, es claro que la regién 3’ no
traducida no es leida por los ribosomas®.

Por lo tanto algunas interacciones RNA/Proteinas son llevadas en esta region
persistendo a la traduccion, llevandose a cabo la regulacion en cualquier

momento.



1.3 ANTECEDENTES GENERALES.
1.3.1 Oncogen Wnt 1.
Whnt 1 codifica para una glicoproteina secretada rica en cisteina que actia como
un factor de sefalizacién extracelular. Este gen forma parte de una familia de 19
genes relacionados que codifican para proteinas muy similares, y que en la
actualidad son reconocidas como la familia de moléculas mas importante de
sefializacion que regulan el desarrollo. Las proteinas Wnt influencian un amplio
rango de tejidos y afectan procesos como determinacién de las caracteristicas
celulares, crecimiento celular, muerte celular programada v diferenciacién®,
Las proteinas Wnt han sido identificadas en eucariotes inferiores hasta el
humano, y su papel en el desarmollo embrionario ha sido extensivamente
estudiado. La conservacién evolutiva de los mecanismos de sefializacion de esta
via ha contribuido ampliamente para comprender estos procesos en vertebrados
superiores.
Entre las numerosas funciones en el desarrollo embrionario de la via de
sefalizacion Wnt se ino.luyen papeles claves tanto en la morfogénesis, como en
la polaridad de muchos 6rganos.
A nivel celular, la via de sefalizacion Wnt, ha sido implicada en proliferacion
celular, agregacion, diferenciacién, migracién, morfologia y apoptosis.
Evidencias recientes también sugieren que las proteinas Wnt pueden regular el
comportamiento de las células troncales o su progenie inmediata. Aunado a
esto, los mecanismos de sefalizacion de esta via estan implicados en el

establecimiento de polaridad en los tejidos’.



La via de sefializacion Wnt juega un rol importante en varios procesos del
desarrollo temprano y en patogénesis de enfermedades humanas, incluyendo
procesos tumorales .

Las proteinas Wnt activan diferentes vias de sefializacion: la via Wnt / ca*2,
donde la transduccion de seiiales es llevada a cabo por cinasas dependientes
del ion calcio; la via Wnt/PCP (Polaridad Planar), donde la sefializacion lleva a
cabo un cambios en el citoesqueleto, con lo que se genera la polandad de la
céluta; y la denominada via canénica Wnt''. En la via de sefializacién canénica
(Fig.1), las proteinas Wnt se unen al receptor Frizzled y regulan la estabilidad de
la B-catenina, el componente clave de esta via. En ausencia de la sefializacién
por Wnt, la B-catenina es constitutivamente regulada por un complejo
multiproteico de destruccion, que contiene la glicogeno sintetasa cinasa 3B
(GSK3B), la axina y el producto del gen supresor de tumores APC, que
promueven su fosforilacion en residuos del extremo amino terminal de la B-
catenina, con lo que se promueve su degradacién por ubiquitinacion y
proteosoma'?'3, Utilizando receptores compuestos por la proteina Frizzled en
conjuncién con una de las proteinas relacionadas a los receptores LDL, LRP5 o
LRP®6, las proteinas Wnt activan a la sefalizacién intracelular para proceder via
las proteinas Axina y Dishevelled inhibiendo este proceso, llevando a la
estabilizacién de la B-catenina en el citoplasma, y su subsecuente translocacion
al nacleo '*'®. Una vez localizada en el nucleo, la B -catenina forma un complejo
con la familia de los factores transcripcionales de células T (TCF)factor 1

potencializador linfoide (LEF1) y regula la expresion de genes biancos



Via clisica Wnt. Componentes esenciales en un modelo de 2 estados
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Figura 1. Via canénica Wnt. Los niveles citoplasmaticos de B-catenina son finamente regulados por un
compiejo muthproteico, que la fosforila y marca para su posterior degradacton via proteosoma. La unién de
las proteinas Wnt a Frizzied activa la via con lo que es blogueada la fosforilacion de la B-catenina, con lo
que se acumula en el citopiasma y posterionmente se transioca al nicleo para interaccionar con la famifia
de factores transcripcionales TCF/LEF para activar sus genes biances’.

especificos'’*®. Los blancos transcripcionales pueden variar entre el tipo celular,
pero en algunos casos pueden incluir oncogenes como c-myc'® y la ciclina D1%°.
Algunos de estos genes son conocidos como blancos transcripcionales directos
de la via Wnt, por su efector B-catenina/TCF, pero otros pueden estar regulados
por mecanismos menos directos.

Recientemente se ha observado que la familia de factores transcripcionales TCF
pueden inhibir sus blancos franscripcionatles como activarios, y con ello llevar a

cabo instrucciones de cambios en las caracteristicas celulares.



Los mecanismos por los cuales la familia TCF inhiben o activan a sus genes
blancos no son solo importantes para comprender el patrdn de formacién
durante el desarrollo, sino también en los procesos tumorales?'.

En la actualidad, un oncogen bien conocido c-myc es un gen blanco que es
activado en cancer de colon humano. El gen c-myc tiene sitios de unién a la
familia de factores transcripcionales TCF en su promotor, probablemente este
gen est4 sujeto a la regulacion de la via canénica Wnt*.

Aunado a la regulacién positiva de la via canénica Wnt sobre genes que
confieren caracteristicas de las células tumorales, muchos de los componentes
de esta via de senalizacion han sido identificados como oncogenes 0 supresores
de tumores. Esto es mdas evidente en cancer de colon, en el que el 85% de los
tumores han perdido la funcion de APC, un componente esencial de la
maquinaria de desestabilizacién de B-catenina®. Y con una continua estimulacion
por las proteinas Wnt, las mutaciones en APC resultan en altos niveles de B-
catenina y su subsecuente actividad transcripcional. Se observa un
comportamiento similar a éste, en cancer hepatocelular que pierde la funciéon de
la axina1?2. Mutaciones en B-catenina, que afectan los sitios de fosforilacion, han
sido detectados en una amplia gama de canceres humanos, tales como tumores
colorectales, meduloblastomas, hepatoblastomas, carcinoma hepatocelular,
pilomatricomas, carcinomas endometriales, prostaticos y de tiroides. Estos datos
colectivamente implican que la activacion de la via Wnt, es la anormalidad mas

comun en las sefalizaciones conocidas en cancer humano®.



1.3.2 Relacién de la via canénica Wnt y procesos tumorales.

Después de un amplio estudio® del proceso tumoral, en los recientes afios se ha
descubierto que la desregulacion de las vias de sefializacibn es una de las
principales causas de fa transformacidon de las células, debido a que éstas
regulan cada una de las caracteristicas celulares que se ven afectadas en las
células tumorales, dentro de estas vias de senfalizacibn se encuentra la via
candnica Wnt que es una de las mas frecuentes anormalidades conocidas en
canceres humanos.

Esto se debe a que muchos de los genes involucrados en esta via de
sefializacibn son genes supresores de tumores (GSK-3B, Axinal, APC) u
oncogenes ( B-catenina, TCF, Frizzled), ademds, esta via de sefializacidn regula
a nivel transcripcional varios genes que estan relacionados con cada una de las
caracteristicas que adquiere una celula tumoral, tales como: capacidad
replicativa ilimitada, invasién a tejidos y metastasis, angiogénesis sostenida,
autosuficiencia de senales de crecimiento, evasion de la apoptosis y falta de
respuesta a sefales inhibitorias de crecimiento®®; que se explican a
continuacion.

En cuanto a la capacidad replicativa ilimitada, esta via regula positivamente |a
expresion de la ciclina D1?%; y es bien conocido que las ciclinas son necesarias
para pasar a traves del cido celular.

Para la invasion a tejidos y metastasis, la degradacion de la matriz extracelular
es importante para este proceso, una proteina encargada de esta funcion; la

matrilisina; es un blanco conocido de la via canénica Wnt%>.



La sobreexpresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) provee a
las células tumorales una angiogénesis sostenida, esta sobreexpresion puede
ser ocasionada por la acfivacién no regulada de la via can6nica Wnt?®.

Otra de las caracteristicas importantes de las células tumorales son la evasién
de la apoptosis y la falta de respuesta a sefiales inhibitonas de crecimiento, la
relacién entre la via canbénica Wnt y estas caracteristicas es que un blanco
transcripcional de esta via es el oncogen c-myc #, que al estar sobreexpresado
hace que el ciclo celular continte por todas sus etapas, sin responder a sefiales
inhibitorias y en cuanto a la apoptosis, esta misma sobreexpresion hace que se
insensibilice la célula a la muerte celular programada ocasionada por el factor de
necrosis tumoral 2.

Modificaciones en |la estabilidad del RNAm y/o la eficiencia de traduccién se han
incrementado en los reportes de investigacion dentro del cancer. Estos procesos
son controlados por una compleja red de interacciones de RNA/proteinas
involucrando el reconocimiento de secuencias especificas en los RNAm blancos
de proteinas de unién a RNA. Es importante conocer las alteraciones de estas
secuencias reguladoras, en las proteinas de unién a RNA, o que vias de
sefalizacion afectan |la estabilidad o eficiencia de fraduccién de genes que
codifican para proto-oncogenes, citocinas, reguladores del ciclo celular y otras
protefnas que promueven la tumorigénesis y la progresion del cancer’.

Otra de las caracteristicas importantes que adquiere una célula tumoral es la

resistencia al tratamiento con antineoplésicos, que se comenta mas adelante.



1.3.3 Resistencia a antineoplasicos de células tumorales.

La quimioterapia es una importante modalidad para el fratamiento de los
tumores malignos. Sin embargo, para la mayoria de los pacientes con estos
padecimientos, el tratamiento con un agente anticancerigeno produce efectos
adversos a largo plazo y una respuesta farmacolégica variada 2, esto es debido
a que ciertos genes que afectan la quimiosensibilidad estan involucrados en
diversos procesos como: el transporte del antineoplasico, su metabolismo, en la
reparacion y sintesis de DNA y en apoptosis®*.

En lineas celulares tumorales, la resistencia a antineoplasicos esta asociada con
un decremento del farmaco en la célula de manera dependiente de ATP, lo cual
es atribuido a la sobreexpresion de ciertas proteinas transportadoras ABC (ATP
binding cassette). Estas proteinas incluyen a la glicoproteina P (MDR1), la
proteina de resistencia a multidrogas 1 (MRP1), y la proteina de resistencia en
cancer de mama (BCRP) *,

Sin embargo, no todos los tumores resistentes a antineoplasicos sobreexpresan
alguno o algunos de los transportadores ABC, por lo que es importante estudiar
que otras proteinas estan involucradas en dicha capacidad de las ceélulas
tumorales, asl como los mecanismos involucrados en la resistencia a
antineoplasicos conferidos por estas proteinas.

La resistencia a antineoplasicos es el mayor impedimento de un tratamiento

satisfactorio de muchos de los procesos tumorales?*32,
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1.3.4 Gen de la anexinal.

La anexinal es una proteina de 37 kDa miembro de una superfamilia de
proteinas estructuralmente relacionadas, que unen fosfolipidos &acidos de
manera dependiente de calcio.

La anexinal fue primero identificada como un mediador de la accién de los
antiinflamatorios glucocorticoides. Subsecuentes trabajos revelaron que esta
proteina tiene otras funciones y en la actualidad es reconocida como un
importante intermediario de sefializacién en una variedad de otros sistemas™.
Estas proteinas tienen un extremo carboxilo terminal muy conservado, que
contiene cuatro repeticiones de 70 aminoacidos. La secuencia del extremo
amino terminal de cada anexina es Unica y €s lo que les confiere |a especificidad
biolégica a cada una de estas proteinas™.

Las anexinas estdn descritas en multiples organismos desde eucariotes
inferiores hasta el hombre, se han reportado un gran nimero de genes de
anexinas y estas son expresadas en todos los tejidos excepto en los entrocitos.
Estas proteinas estan implicadas en multiples aspectos de la bioclogla celular
incluyendo la regulacion del ftrafico de proteinas, actividad de canal
transmembranal, inhibicion de la fosfolipasa Az, inhibicidn de la coagulacién y

transduccion de sefiales mitégenass"
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1.4 ANTECEDENTES DIRECTOS.

1.4.1 Anexinal y resistencia a antineoplasicos.

Wang et al¥’. demostraron que en lineas celulares tumorales la sobreexpresién
de la anexinal aumenta de 2 a 5 veces la resistencia a adriamicina, melphalan y
etoposido (Fig.2) y en lineas celulares resistentes a antineoplasicos, al
transfectar con la secuencia antisentido de la anexinal, observaron una
disminucion de 2.5 a 8 veces en la resistencia a estos mismos farmacos, sin
niveles detectables de las proteinas de resistencia a multidrogas (MDR1,MRP1 y
BCRP)* En este estudio, ellos proponen que !a resistencia conferida a estos
antineoplasicos por la anexinal, es mediada por exocitosis, ya que esta
resistencia es menor a las observadas en lineas celulares que sobreexpresan

MDR1 o MRP1, sin embargo este mecanismo no est4 comprobado®’.
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Figura 2. Anélisis de células MCF-7 transfectadas con anexinal. A) analisis de Westem blot de lisado
total de céjulas transfectadas con vector solo y clona E transfectadas con anexinal (p40) C) viabilidad
relativa de las células MCF-7 transfectadas con vector solo o con el cDNA de en presencia de
concentraciones crecientes de adriamicina, melphalan y etoposido37 ;
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1.4.2 Relaci6n entre anexinal y el Oncogen Wnt.

En datos no publicados de Veldzquez et al, observé que los niveles de RNAm de
la anexinal es regulada positivamente por el oncogen Wnt1, por medio de
microarreglos, Estos resultados fueron comoborados por RT-PCR
semicuantitativa y northemn blot en lineas celulares de feocromacitoma de rata

que expresan el oncogen Wnt1.
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1.5 JUSTIFICACION.

En este trabajo destacan tres aspectos interesantes:

La via canénica Wnt contribuye al desarrollo de distintos tipos de tumores.

Por ejemplo, cancer de mama, colon y melanoma, entre otros.

La necesidad de dilucidar la relacién funcional entre la via canénica wnt y
la expresibn de la anexinal, contribuira al conocimiento de los
mecanismos por los cuales esta via de sefializacion activa la transcnpcion

de genes que favorecen el desarrollo de una gran variedad de tumores.

La importancia del estudio de la regulacibn de la anexinal dada la

relevancia de la expresion de genes que confieren resistencia a

antineoplasicos, en el tratamiento de pacientes con cancer.
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CAPITULO II.

OBJETIVOS.

2.1 OBJETIVO GENERAL.

Determinar la participacion de la regién promotora y 3' UTR del gen de la

anexinal en la regulacion positiva por el oncogen Wnt1.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Confirmar que Wnt1 modula positivamente los niveles del RNAm y proteina

de la anexinal en células PC12: RT- PCR y western-blot.

2.- Aislar, clonar rio amriba del gen reportero luciferasa, secuenciar y caracterizar
funcionalmente un fragmento de 1.5 Kpb del promotor de la anexinal, que se
extiende 1.5 Kpb a partir del sitio de iniciacion de la transcripcién, por ensayos
de transfeccién transitoria en las lineas celulares del sistema experimental

propuesto.

3.- Aislar, clonar rio abajo del gen reportero luciferasa, secuenciar y caracterizar
funcionalmente la regién 3' UTR del RNAm de la anexinal, por ensayos de

transfeccién transitoria en las lineas celulares del sistema experimental

propuesto.
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CAPITULO Il

MATERIAL Y METODOS

3.1 Area de trabajo

El trabajo experimental se realizé en el laboratorio de Biologia Molecular de la
Unidad de Laboratorios de Ingenierfa y Expresion Geneéticas (ULIEG) del
Departamento de Bioquimica, de la Facultad de Medicina de |la U.A.N.L.

3.2 Reactivos y material diverso

a) Active Motif (Carisbad, CA, EUA)

Vivid Violet DNA/RNA Co-Precipitate

b) Ambion (Austin, TX, EUA)

Kit PARIS

c) BD Bioscience Clontech (Palo Alto, CA, EUA)

Advantage RT for PCR kit

Titanium taq PCR kit

d) Becton Dickinson- Difco (Sparks, MD, EUA)

Bacto-agar, extracto de levadura, bacto-friptona.

e) Corning (NY, EUA)

Criotubos 2 ml, botella para cultivo celular de 25 cm?, 50 cm? y 100 cm?

f) Costar (NY, EUA)

Pipetas serol6gicas Stripette 5, 10 y 25 mi, plato de cultivo de 24 pozos.
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g) Hyclone (Logan, UT, EUA)

Tripsina 0.25%, suero fetal bovino, suero de temera.
h) Invitrogen (Califomia, EUA)

Oligonucleétidos especificos

Eschenichia coli STAB Top 10 F' chemically competent cells.
Agarosa

i) LI-COR Biosciences {(Lincoln, NB, EUA)

IRDye 800v2 Terminator Mixes.

i) New England Biolabs (Beverly, CA, EUA)
Enzimas de restriccion (Kpnl, Hindlll, Sacl, Mspl), DNA Polimerasa de T4,
DNA ligasa de T4

k) Promega (Madison, WI|, EUA)

Ligasa T4

Kit Wizard SV gel and PCR clean-up system

Kit PGEM-T Easy vector System

Kit Dual-luciferase reporter assay system

Transfast Transfection reagent

DNA del bacteriéfago Lambda digerido con PsH
pGL3-Basic

pRL-CMV

I) QIAGEN (Valencia, CA, EUA)

Kit plasmid midi kit
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m) Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA)
DMEM

Glucosa

Acetato de potasio
Acetato de sodio

Alcohol etilico

Hidroxido de amonio
Hidréxido de sodio
Fosfato dibasico de sodio
Fosfato monobasico de potasio
Cloruro de sodio

Cloruro de potasio
Cloruro de calcio

Sulfato de magnesio
Dodecil sulfato de sodio
Fenol

Trizma base

EDTA

Acido borico

Azul de bromofenol
Xilencianol

Bromuro de etidio

Tubos Eppendorfde 0.5, 1.5y 2.0 mly puntillas para micropipetas
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n) USB (Cleveland, OH, EUA)

Kit Termo sequenase cycle sequencing

0) Gibco-BRL-life technologies (Gaithersburg, MD, EUA)

Enzimas de restriccion (Xbal y BamHi)

100 pb leader

p) Falcon (Houston, EUA)

Tubos cénicos de 15y 50 mi

q) Merck (Gibbson, NJ, EUA)

Cloroformo, etanol, isopropanol

r) Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA)

Anticuerpos monoclonales contra B-actina y anexinal.

Anticuerpos anti-raton conjugado con peroxidasa
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3.3 Equipo utilizado

s Microcentrifugas Eppendorf (Hamburg-Eppendorf, Alemania)

Camaras de electroforesis horizontal marca Biorad (Hercules, CA, EUA).
e Fuente de poder Biorad (Hercules, CA, EUA)

¢ Homo de microondas LG ( Seaul, Korea)

o Campana de flujo laminar Labconco Corporation (Kansas City, MO, EUA)
e Incubadora con CO; NAPCO (Winchester, VA, EUA)

« Balanza digital Sartorios modelo 1206 MP, (Camibh Gottingen, Alemania)
e Microscopio invertido marca Karl Zeiss (Jena, Alemania)

e Vortex (Thermolyne, 10, USA)

e Termociclador Gene Amp PCR system 2400 ( Foster, CA, EUA)

e Maxi Mix Il type 37600 Mixer ( Debuque, |IA, EUA)

e Centrifugas Allegra 21R y J2-MI { Palo Alto, CA. EUA)

o Thermomixer Eppendorf (Hamburg-Eppendorf, Alemania)

e Secuenciador DNA sequencer LONG READIR 4200 ( Lincoln, NB, EUA)
o Bafio de agua orbital ( New Brunswick Scientific, Edison, NJ, EUA)

o Ultracongelador SO-LOW (Cincinnati, OH, EUA)

e Transiluminador con camara oscura UVP (Upland, CA, EUA)

e Luminémetro Veritas ( Tumer Biosystem, Sunnyvale, CA, EUA)
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3.4 Estrategia General.

En este proyecto se propuso la siguiente estrategia general experimental que se

muestra en la figura 3.
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Figura 3. Estrategia General. Se muestran las etapas involucradas en el trabajo experimental, en
orden cronolégico, indicado por las flechas.
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3.5 Descripcioén del sistema experimental.

Linea parental PC12: es una linea celular que se establecié a partir de
un tumor adrenal de rata denominado feocromocitoma y responde
reversiblemente al factor de crecimiento neuronal (NGF). Son células
pequefias redondeadas con poca adherencia al frasco de cultivo. Esta
linea tiene un numero homogénec de 40 cromosomas. La exposicién a
NGF a corto plazo, comienza una diferenciacién hacia neuronas
simpatomiméticas. Las células tratadas con NGF también contienen
pequefias vesiculas, estas vesiculas sintetizan y almacenan los
neurotransmisores dopamina y norepinefrina®®.

Esta linea celular es un modelo 0Otil para estudios neurobiol6gicos y
neuroquimicos, entre los que se incluyen los mecanismos de accion del
NGF y el papel que éste desempefa en el desarrollo y diferenciacion de
células madres neuronales y el metabolismo, almacenaje y liberaciéon de

catecolaminas™.

Linea PC12-Wnt1: Derivadas de PC12 transformadas por transfeccién
estable con el plasmido Wnt1 DNAc con el gen marcador de neomicina y
utilizando G418. Es una linea celular que no responde al factor de
crecimiento neuronal, es decir, no se diferencia a neuronas
simpatomiméticas, sin embargo si responden al factor de crecimiento de

fibroblastos®. La expresién constitutiva del oncogen Wnt1 produce un
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gran cambio en su morfologia de células pequefas redondeadas a
células alargadas que se adhieren facilmente al frasco de cuitivo™.

La linea celular PC12 Wnt1 no expresa muchos genes especificos de
neuronas, con lo que se asume que esta linea celular tiene un nuevo
fenotipo™.

Esta linea celular es un modelo Gtil para estudios funcionales de Wntt y
de la familia de proteinas Whnts, ademas de la respuesta diferente a
factores de crecimiento, es también Gtil para estudiar las vias de

sefalizacién de estos factores™®.

Linea PC12-HB+: Derivadas de la linea celular PC12 transformadas por
transduccion retroviral con el vector basado en el virus de sarcoma
murino que contiene el DNAC de Wnt1 de ratén junto con un gen de
resistencia bacterial neo. (Neomicina fosfotransferasa). Esta linea celular
presenta una morfologia alargada, se adhiere faciimente al frasco de
cultivo, ademas de presentar un gran numero de interacciones célula-

célula y tener una morfologia parecida a células epiteliales*.

Linea PC12-HB-: Derivada de HB+, y en algin momento dej6 de

expresar el oncogen Wnt1.
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3.6 Confirmar que Wnt1 modula positivamente los niveles del RNAm y
proteina de la anexinal en células PC12: RT- PCR y western-blot.

La extraccion de RNA total y proteinas totales de las 4 lineas celulares utilizadas
se realizo con el kit comercial PARIS (Ambion), el cual consiste la lisis de las
células con lo que se obtiene el extracto proteico total y a partir de este se

realiza la extraccidn del RNA total por medio de columnas (Fig. 4)

’ 2 Agregar buffer
o P | delisis celular e k]

1 X 10° células Extracto total

Agregar buffer de unién 2X y
etanol al 100%

/ Extit:to
‘t s
AN

B9

RNA total

Montar en la columna

Iavar

Figura 4. Protocolo esquematizado del Kit PARIS (Ambion.)
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Para medir el nivel de expresién a nivel de RNAmM de la anexinal en las 4 lineas
celulares se realizd la extraccion de RNA total mediante el kit PARIS (Ambion).
Posteriormente se realizd la retrotranscripcion de 1 pg de RNA total utilizando el
kit Advantage RT-PCR (BD Biosciences) de cada una de las lineas celulares
siguiendo el protocolo del proveedor. Después de la retrotranscripcién se realizd
una PCR semicuantitativa con iniciadores especificos para los genes Wnt1,

anexinal y B-actina. (Tabla 1).

Gen Secuencia del iniciador Tamafio del|Tm
fragmento

B-actina § CTTGTCTCTAGAGCGGACTGTTACTGAGCTGCGTTTTAC 628 pb 68°C
3 GATCTTIGGATCCTAAGGTGTGCACTTTITATTAAAACGG

Anexinal 5’ GGAGACTTTCGTAATGCCTTGC 385 pb 68°C
3’ GAGACCATAATCCTGATCAATGTC

whnt 1 §' GAAACAGCGTTCATCTTCGCAATCAC 245 pb 68°C
3 CTCGTTGTTGTGAAGGTTCATGAGG

Tabla1. Iniciadores utilizados para determinar el efecto de Wnt1 sobre la anexinal disefiados en el
laboratorio de Biologia Molecular.

La PCR semicuantitativa fue empleada para la determinacién y comparacion de
los niveles de expresion del gen de |la anexinal en las diferentes lineas celulares,
para comprobar los resultados de Vealzquez-Vadillo, donde observd que el
oncogen Wnt1 regula positivamente los niveles del RNAm del gen de la

anexinal, utilizando el gen de la B-actina para normalizar los valores.

La reaccién de PCR se realizd utilizando 0.2 pl del cDNA obtenido de la
retrotranscripcién mediante el kit Titanium Taq PCR (BD Bioscience), con las

condiciones de amplificacion que se muestran a continuacion:
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Reactivo Volumen (pl)

H0 8.45
Buffer 10X TITANIUM 1.0
Mezcla de dNTP's (10mM c/u) 0.1
Iniciadores (20 pM/pl) 0.2
Tag DNA polimerasa TITANIUM 0.05
10.0

Volumen total

Una vez preparadas las reacciones se amplificaron en un termociclador (PCR

system 2400), Utilizando el programa de amplificacién siguiente:

Temperatura Tiempo Numero de ciclos
94 °C 5 minutos
84 °C 30 segundos
68 °C 30 segundos 20-35 ciclos
68 °C 3 minutos

Una vez obtenidos los productos amplificados se comieron los productos

amplificados en geles de agarosa al 2%, y se visualizaron con bromuro de etidio

en el fotodocumentador (UVP)
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Para medir el nivel de expresién a nivel de proteinas de la anexinal en las 4
lineas celulares se realizé la extraccién de proteinas totales mediante el kit
PARIS (Ambion). Una vez obtenidas las proteinas se cuantificaron por el Quick
Start Bradford Protein Assay (BIO-RAD) por microensayo (ver anexaos).
Posteriormente se corrié un gel SDS-PAGE al 10% por 2 horas a 100V en una
camara de electroforesis vertical Mini-PROTEAN 3 (BIO-RAD) para comprobar
que la cuantificacion realizada fue cormrecta y observar la integridad de las
proteinas, observandose las proteinas con la tincién de Coomasie. Para realizar
el ensayo de western-blot para la B-actina se utilizaron 20 pug de extracto
proteico total de cada una de las lineas celulares, se cormié un gel SDS-PAGE al
10 % por 2 horas a 100V. Posteriormente se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa por 2 horas a 80V. Se realizo una tincidn con rojo de Ponceau para
observar si la transferencia fue comrecta. Finalmente se realizé la
inmunodeteccién con anticuerpos monoclonales contra B-actina 1:1000 (Santa
Cruz Biotechnology) por 1 hora a temperatura ambiente, seguida de la
incubacion con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa 1:1000
(Santacruz Biotechnology) por 1 hora a temperatura ambiente y se realiz6 la
deteccién de quimiocluminisencia utilizando el kit western blotting luminol reagent
(Santacruz Biotechnology) en el fotodocumentador (UVP). Para la deteccion de
la anexinal se utilizaron 60 pg de extracto proteico total, y para la
inmunodeteccion una dilucion del anticuerpo contra anexinal de 1:125
(Santacruz Biotechnology) siguiendo el protocolo mencionado para la g-actina

antes mencionado.
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3.7 Caracterizar funcionalmente el promotor de la anexinal en las células
del sistema experimental.

Para caracterizar funcionalmente el promotor de la anexinal en las células PC12
y PC12-Wnt1, se realizé6 una busqueda de la secuencia del promotor de este__
gen en la base de datos GenBank. Una vez obtenida se realizé6 un analisis
bioinformatico de posibles sitios de interaccién con factores transcripcionales
(Matinspector, GENOMATIX) dentro de esta secuencia, para observar si
contaba con sitios de unién a la familia de factores transcripcionales TCF/LEF,
una vez determinado el nimero y posicion de probables sitios de unién
TCF/LEF, se disefaron iniciadores especificos para el promotor de la anexinal
(tabla 3) (GenBank Accession U25159) de la posicién 989-1014 para el extremo

§' y de la posicion 2568-2593 para el extremo 3'.

Fragmento Tm Iniciador 5’ Iniciador 3’ Clave de la
amplificado secuencia
(GenBank
Promotor 68 °C cttcta@GTACCgtcagy | cttgatCTCGAGectttg U25159
anexinal ttggtttttgagacagagtc | tattgecttgtcttecaggyg

Tabla 2. Iniciadores especificos del promotor del gen de la anexinal. En mayisculas se observan los
sitios de restriccion agregados a los iniciadores. (GGTACC= KpaI, CTCGAG= Xhol)

La reaccion de PCR se realiz6 utilizando 400 ng de DNAg de la linea celular Wnt
y mediante el kit Titanium Tagq PCR (BD Bioscience), las condiciones de

amplificacién se muestran a continuacién:
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Reactivo Volumen (pl)
H20 38.025
Buffer 10X TITANIUM 4.5
Mezcla de dNTP’s (10mM ¢/u) 0.45
Iniciadores (20 pM/pl) 0.9
Taq DNA polimerasa TITANIUM 0.225
Velumen total 450

Una vez preparadas las reacciones se amplificaron en un termociclador (PCR

system 2400), Utilizando el programa de amplificacion siguiente:

Temperatura Tiempo Numero de ciclos
94 °C 5 minutos
84 °C 30 segundos
68 °C 2 minutos 35 ciclos
68 °C 3 minutos

Una vez amplificada la regién promotora del gen de la anexinal se reamplificd
nuevamente con las mismas condiciones antes descritas, para obtener mas
producto amplificado.

Posterior a la reamplificacién de la regién promotora del gen de la anexinal, se
precipité el producto amplificado con 1 volumen de isopropanol, se visualizo en
un gel de agarosa al 1% y se purificé del gel de agarosa por medio del kit Wizard
SV-gel and PCR Clean-Up System (Promega), siguiendo las indicaciones de la

casa comercial(Fig.5).
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Figura 5. Purificacion de productos amplificados a partir del gel de agarosa.

Una vez purificado el promotor de la anexinal se caracteriz6 con la enzima de
restriccion Mspl (NEB) con 10 unidades de la enzima en un volumen final de 20
yl. Se incubé a 37 °C por 3 horas y posteriormente se corrié en gel de agarosa al
2 %, esperando el patron de resfriccion siguiente: 152 pb, 183pb, 211pb, 356pb
y 692pb. Una vez caracterizado enzimaticamente el fragmento correspondiente
al promotor de la anexinal, éste se clon6 en el vector pGEM-T easy (Promega)

siguiendo las instrucciones de la casa comercial (Fig.6).

Incubar a temperatura
ambiente por 1 hora

/(
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|

Producto
+ amplificado # Plasmido recombinante

DNA ligasa
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. N in
Y b LRSS
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Figura 6. Protocolo de clonacion en pGEMT-easy (Promega)
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Una vez clonado el promotor del gen de la anexinal en el vector pGEMT-easy
utilizando los primers universales M13, se realizé la secuenciacion por medio del
kit IRDye 800v2 Terminator mixes de LI-COR siguiendo el protocolo descrito por
la casa comercial. Posteriormente se precipité por medio del reactivo Vivid Violet
siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial (Fig.7) y se analizaron

en el secuenciador semi-automadtico Long rendir 4200 (LI-COR)

Mezcla de reaccion

WYT%

v Mezcla de reacclén + Mezcla de terminadores
C

vow
G A

|

Programa de amplificacién

'

Precipitacion con vivid violet

q‘

Figura 7. Diagrama de flujo de secuenciacién.

Una vez obtenida la secuencia se compar¢ utilizando el programa computacional
BLAST, para comroborar si la secuencia comrespondia a la esperada.

Una vez corroborado que el fragmento amplificado pertenecia al promotor de la
anexinal, y utilizando los sitios de restriccion Xho 1 y Kpn | introducidos en los
iniciadores, se liber6 el fragmento correspondiente al promotor por medio de las
enzimas de restriccion antes mencionadas del vector pGEM-Prom ANX1. Una
vez liberado el promotor de la anexinal se insertd en el vector de expresion

pGL3-basic (Promega) previamente linaerizado con los mismos sitios de
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restriccion del vector, con lo que se logré que el promotor de anexinal dirigiera la
expresion del gen reportero de luciferasa. Una vez obtenido el vector PGL3-
PromANX1 se caracterizé mediante enzimas de restriccién y secuenciaciéon. Ya
obtenido el vector PGL3-promANXI se utilizé el reactivo Trasfast (Promega) y la
transfeccion se llevé a cabo siguiendo las indicaciones de la casa comercial
(Fig.8), se realizaron co-transfecciones con el vector pCMV-Renilla para
normalizar los valores de transfeccion.

N

(‘- "_;
. Agregar el DNAp y medio
| 4 de cuitivo sin suero

E Agregar el reactivo
i transfast e incubar 15 min.
\ i 4 a temperatura ambiente

Remover el medio de cultivo y
s agregar la mezcla DNA/ medio de
1X10° células cultivo/Transfast

l Incubar a 37°C por 1 hr

Agregar medio completo e incubar a
37°C

Figura 8. Diagrama de flujo de transfeccién mediante el reactivo Transfast.
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Las células transfectadas Se incubaron por 48 horas y se realiz6 la mediciéon del
gen reportero de luciferasa por medio del kit Dual-luciferase reporter assay

system (Promega), siguiendo el protocolo establecido por la casa comercial

(Fig.9). \

1X10° células Remover medio de cultivo y agregar
PLB 1X incubar a temperatura
ambiente por 15 min.

SEEETR 700 20 u del lisado

l Agregar 100 pl de LAR I
m Medir actividad de luciferasa
* Agregar 100 pl de Stop&Glo

_ Medir actividad de Renilla

Figura 9. Diagrama de fiujo para la determinacion de luciferasa por DLR.

Con los resultados obtenidos se realiz6 una prueba t de student para determinar
si existen diferencias estadisticamente significativas entre los mismos, utilizando
el programa computacional SPSS 12.0.

Para los ensayos de transfecciéon se incluyeron los siguientes vectores: PGL3-
Basic como control negativo, pPCMV-LUC como control positivo, pPCMV-REN para
normalizar los valores de transfeccién, pTOPFLASH y pFOPFLASH*' como
controles de la activacion de la via clasica Wnt y el vector PGL3-PromANXI para
establecer el efecto del oncogen Wnt1 sobre la actividad del reportero y por lo

tanto sobre la region promotora de la anexinal contenida en este vector.
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3.8 Caracterizar funcionalmente la regién 3'UTR de la anexinal en las

células del sistema experimental.

Para caracterizar funcionalmente la regién 3' UTR del gen de la anexinal en el

sistema experimental se disefiaron iniciadores especificos para esta region

(Gen bank Accession NM_012904) de la posicion 1104-1128 para el extremo 5’

y de la posicién 1352-1387 para el extremo 3’ (Tabia 4)

Fragmento Tm Iniciador 5 Iniciador 3' Clave de la
amplificado secuencia
{GenBank
Regién 68 °C cttgtcTCTAGAcat gatcttGGATCCgtc NM_012904
3’UTR del cccaactgctctgta ttataaaattgtttt
gendela agattccg attttattctatgta
anexinal ol

Tabla 3. Iniciadores especificos para la regién 3'UTR del gen de la anexinal. En mayisculas se
cbservan los sitios de restriccién agregados a los iniciadores. (TCTAGA=XbaIl, GGATCC=BamHI)

La reaccion de PCR se realiz6 utilizando 0.9ul del cDNA de la linea celular HB+

mediante el kit Titanium Taq PCR (BD Bioscience), las condiciones de

amplificacién se muestran a continuacion:

Reactivo Volumen (ul)
Hz0 38.025
Buffer 10X TITANIUM 45
Mezcla de dNTP’s (10mM c/u} 0.45
Iniciadores (20 pM/ul) 0.9
Taq DNA polimerasa TITANIUM 0.225
Volumen total 45.0

Una vez preparadas las reacciones se amplificaron en un termociclador (PCR

system 2400), Utilizando el programa de amplificacion siguiente:
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Temperatura Tiempo Numero de ciclos
84°C 5 minutos
94 °C 30 segundos
68 °C 30 segundos 35 ciclos
68 °C 3 minutos

El producto amplificado de la regién 3' UTR del gen de la anexinal se purificé
del gel de agarosa por medio del kit Wizard SV-gel and PCR Clean-Up System
(Promega), siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Una vez purificado
el fragmento correspondiente a la region 3° UTR del gen de la anexinal fue
clonado en el vector pGEM-T easy (Promega) siguiendo las instrucciones de la
casa comercial. Una vez clonado |a region 3'UTR del gen de la anexinal en el
vector pPGEMT-easy (Promega) utilizando los primers universales M13, se realizé
la secuenciacion por medio del kit IRDye 800v2 Terminator mixes (LI-COR)
siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial. Posteriormente se precipitd
por medio del reactivo Vivid Violet siguiendo el protocolo establecido por la casa
comercial y se analizaron en el secuenciador semi-automatico Long rendir 4200
(LI-COR)

Una vez obtenida la secuencia se comparo utilizando el programa computacional
BLAST, para comoborar si la secuencia correspondia a la esperada.

Una vez corroborado que el fragmento amplificado pertenecia a la region 3' UTR
del gen de la anexinal, y utilizando los sitios de restriccion BamHl y Xbal (Gibco)

intfroducidos en los iniciadores, se liberé el fragmento correspondiente a la regi6n
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3’ UTR por medio de las enzimas de restriccién antes mencionadas del vector
pGEM-3 UTR ANXt. Una vez liberado, se insertdé en el vector de expresion
pGL3-basic (Promega), linearizado con los mismos sitios de restriccion del
vector con lo que se logrd clonar la regién 3° UTR del gen de la anexinal rio
abajo del gen reportero de luciferasa, para identificar si esta region estd
encargada de la regulacién positiva. Una vez obtenido se caracteriz6 mediante
enzimas de restriccion y secuenciacién. Para realizar la transfeccion del vector
reportero se utilizé el reactivo Trasfast (Promega) siguiendo las indicaciones de
la casa comercial, se realizaron co-transfecciones con el vector pCMV-Renilla
para normmalizar los valores de transfeccion. Las celulas transfectadas se
incubaron por 48 horas y se realizé la medicion del gen reportero de luciferasa
por medio del kit Dual-luciferase reporter assay system (Promega), siguiendo el
protocolo establecido por la casa comercial, con los resultados cbtenidos se
realiz6 una prueba t de student para determinar si existen diferencias
estadisticamente significativas entre los mismos, utilizando el programa
computacional SPSS 12.0.

Para los ensayos de fransfeccion se incluyeron tos siguientes vectores: pCMV-
LUC-3'UTRSV40 como control positive, pPCMV-REN para normalizar los valores
de transfeccion, el vector PGL3-3'UTRANXI para establecer el efecto del
oncogen Wnt1 sobre la actividad del reportero y por lo tanto sobre la regién

3'UTR del gen de la anexinal contenida en este vector.
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Ciclos

Ciclos

Ciclos

CAPITULO IV

RESULTADOS.

4.1 Wnt1 modula positivamente los niveles del RNAm de la anexinal en
células PC12: RT- PCR semicuantitativa y western-blot

Se comprobé por RT-PCR semicuantitativa que la expresion constitutiva del
oncogen wnt1 resulta en un incremento en los niveles del RNAm de anexinal, y
se observa que los niveles de expresion del oncogen Wnt1 en las lineas
celulares PC12 y HB- es considerablemente menor que en las lineas celulares
Wnt1 y HB+ que expresan constitutivamente dicho oncogen, y los niveles de
RNAmM son similares, debido a que la expresiéon de B-actina en las cuatro lineas
celulares es equiparable (Fig.10). La identidad de estos productos amplificados
fue comprobada por secuenciacion de los mismos y por la busqueda y
alineamiento, por medio de bioinformatica, de las secuencias obtenidas,

utilizando el programa computacional BLAST del NCBI.

PC12 WNT HB+ HB-
A A A A
- - ; Wnt1
Anexinal
e p-actina

18 20 22 24 18 20 2224 18 20 22 24 18 20 22 24

Figura 10. Wnt1 regula positivamente la expresion de la anexinal en el modelo de estudio. El RNA
Total fue aislado de las diferentes lineas celulares y se realiz6 RT-PCR semicuantitativa para determinar los
niveles de wnt1 y anx1, nomalizando los valores con B-actina (PC12 parental y HB- lineas celulares que
no expresan wnt1; Wnt1 y HB+ lineas celulares que expresan constitutivamente wnt1).
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A nivel proteico, se extrajeron las proteinas totales de las lineas celulares del

modelo en estudio, con las siguientes concentraciones:

Linea celular Concentracion
PC12 0.45 pg/ul
Wt 1.0 pg/ul

HB+ 0.85 pg/ul
HB- 0.90 ug/ul

Posteriormente a la cuantificacion se corrié un gel SDS-PAGE con 15 pg de los
extractos proteicos totales donde se observa que la cuantificacion fue correcta y
se observa que la integridad de las proteinas es aceptable (Fig.11A.)

Para determinar si la regulacién positiva del oncogen Wnt1 sobre la anexinal
también es a nivel de proteinas, el ensayo de western blot demostré un
incremento en los niveles de la proteina en las lineas celulares que expresan o
expresaron el oncogen Wnt1, con un nivel similar de proteinas totales debido a
que la concentracién de la proteina B-actina es similar en las cuatro lineas

celulares del modelo de estudio (Fig.11).
PCi2 Wntl HB+ HB- B) PC12 Watl HB+ HB- C) PC12 Watl HB+ HB-
. - - < I" f"i

Figura 11. Gel SDS-PAGE y Western-blot. A) Gel de acrilamida al 10 % de 15 pg de extractos totales
donde se observa la cuantificacion de las proteinas totales. B) Western blot para analizar los niveles de B-
actina donde se observa que los niveles de proteinas es similar en el modelo de estudio. C) Westem-blot
para analizar los niveles de anexinal donde se observa la regulacién positiva de la anexinal por la expresion
del oncogen Wnt1 (PC12 parental y HB- lineas celulares que no expresan wnti, Wnt1 y HB+ lineas
celulares que expresan constitutivamente wnt1).
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4.2 Aislamiento de la regién promotora de la anexinal por medio de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

Por medio de analisis bioinformatico se lograron identificar tres posibles sitios de
interacciéon con miembros de la familia TCF/LEF en la regién promotora y uno

mas en la regién 5’UTR (Fig.12)

ACTTAGCTCG GAATTCACCA

ACCAGTGATC
TGCCTTCAGG
ATGAAAAGCA
AATATATAAT
AATGGCTCAG
GCACCCACAT
AGACATGTGT
AGTACAATGC
ATTAAGAATG
ATGGCACCTG
CATGGCTTAT
GTTTGAGTCT
AATGTCATTA
TTCATGTGTT
CATAGCTGGT
AGTTCTATTT
CGCCATATAA
GTAAGCATTA
GTTTTGTGGT
TCTTTTGGGG
CAGGGAGCTC
CTCARARAAGGA
"TCCGGGAGT
a ay:

CTATAAAATC
CTTCAGTTCC

AATAAGCCTC
ACAGGCTTGT
GCTTCCTGAG
TGTCTGAAAG
CAGGTAAGAG
GGCAGCTCAC
GTAGACAAAA
ARGCAACATC
AAGTGAATCA
TTGTGTGGTA
TGTTCCACTC
ATTCAARATT
CACTTGCATT
TCCTGTTCCT
GAATCGTAAG
CAATTGTCTA
AATGATACCG
GGGCTGAAAT
TAATGTGCTT
GTTAATGTGC
AACATAGCTG
BAAGGCARGGGG
AGTTTTGCAA
AGACAGCCAG

AGGAGTCCAG

AGTGGTCCAT
AAATTTAGCT
AAACTACTAT
CCAGGGGAAG
CACTGGCTGC
AACTGTAACT
CACCAATGCA
AGAGAAAAGA
CACTGACGTT
GGTGCCATCC
TTCTACCACA
TAAGAAAAGA
TTTAGCATTG
TAGTTACCTC
AARAAGTACTC
TACTTTCTTG
AATCCAGAGT
CAATCCCTCC
TTTATTTTAT
TTACTTTTAA
AAACTCAATT
GARAATCCAT
GACTTGTTTC
TTACTAACTT

recadican ackacorca

CCAATCATTT GTGGA'
TAAAGAGGGG
TTTTCCGGAT
CTGTTTCCAG
CATAAAATAA
GCTACAACTA
CCCTTCTTTA
CACTAATCCT
CCGGGGCTCG
GGCTCCTCTT
ATTATTGAAA
AGTTCCAAAG
ATTACAGCAT
GAAATAAGTA
AATTAATTAA
CCTCCCCTCC
TTTTTGCATT
AGGAGGTCCA
GCACTGTACC
GATTCCTTTT
TCCTTGGTTT
TGGTTGCTAG

ACAAAGGGAC
GGACTCAGTT
GGGATCCAAC
AACAATAGTT
TTTTTTGTTT
CATTAGCTGG
TACAGCTCAG
ATTCATACTC
TAGTGCCAAT
ATGTTGAAGA
GCTTGATTGA
CATTTCAAAA
GAGCCTTTGT
TCCCTCTAAG
CCTCTCCCTT
TAATGTGCCT
ATAAATTCCT
ATTCCTGGGA
TCTTTCTGTA
TGACCAGGCC
GTG

CCCTCCACTT CCAGTCCGAA
RGGCANTACA AAGS |

TTAATTCCCA
ACCCTCACAC
ACTTTTTAAA
TAAAGATTTT
GACATTTCTG
AGGTCCAGGC
TGCCTCTGTG
GTTTTCATTA
AAACTGGAGC
AAGGCAGGGG
CCTACAAATA
GATATAGCTT

AATTTTATTC
TAAGATAGGG
GGAATAAAAC
GCTGAGTTGT
CGAGCCAGTT
AGTTCATATC

CAAAGCTTCT

Figura 12. Secuencia del promotor de la anexinal. En la figura se muestran en negritas se observa la
caja TATA, en el circulo el inicio de la transcripcién y en los cuadros se muestran los 4 posibles sitios de
interaccién con los factores transcripcionales de la familia TCF/LEF.
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Se aisl6 el promotor de la anexinal mediante PCR, obteniéndose un fragmento
de aproximadamente 1594 pb, la cual se encontraba con bandas inespecificas
(Fig.13A), posteriormente a la reamplificacién el producto amplificado se purificé
a partir del gel (Fig.13B) y se caracterizé enzimaticamente mediante la enzima

de restriccion Mspl, dando el patrén de restriccion esperado (Fig.13C).

A (;:_ g ~. - B
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Figura 13. Aislamiento y caracterizacion del promotor de la anexinal. A) Aislamiento del promotor de la
anexinal mediante PCR, a partir de DNA gendmico de la linea celular Wnt1. B) purificacién de la regién
promotora del gen de la anexinal a partir del gel. C) Caracterizacién de la regién promotora de la anexinal
mediante |a enzima de restriccion Mspl.

Una vez caracterizada la region promotora del gen de la anexinal se cloné en el
vector PGEM-T easy (Promega), con lo que se obtuvo el vector pGEM-
PromANXI, el cual fue caracterizado por enzimas de restriccion y secuenciacion
(fig.14). A partir de la secuencia obtenida se realiz6 una busqueda con el
programa computacional BLAST del NCBI, para comprobar la identidad de la
secuencia obtenida, identificando esta secuencia como el promotor de la

anexinal (Fig.15).
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Figura 14. Caracterizacién de vector PGEM-PromANXI. A) Mediante la enzima de restriccion EcoRl,
carnil 2 vector sin digerir, carmiles 3,5 y 6 vectores con inserto, 4 y 7 vectores sin inserto, el inserto es de
aproximadamente 1600pb. B) Mediante secuenciacion, en el circulo se muestra el sitio de restriccién EcoR/

perteneciente al vector y en el cuadro uno de los posibles sitios de interaccion de los factores
transcripcionales TCF/LEF.

Una vez obtenida la secuencia del promotor se realizé la bisqueda de los
posibles sitios de interaccion con la familia de factores transcripcionales
TCF/LEF para comprobar que se enconfraran los 4 sitios predichos por
bioinformatica, Observandose que se encontraban en la regién amplificada y

clonada.

>[g1140961491gb| Y25159. 1| ENU25159  Rattus norvegicus 1ip tin gens, pr er re
Lengoh=2 602

Score = 1264 bite (637), Expect = 0.0
Identitien = 728/744 (97%) ., Gaps = 157744 (2v)
Stranda=Plus/Ninus

Query 1 ARAATTTTGAATAGACTCARACCACAGAGGCAGAGTATGAATCGAGCCCCGOGTGTGGTAGA 60

IR R R R R R R R R R R R R AN R
Spicc 1730 AAATTTTGAATAGACTCAAACCACAGAGGCAGAGSTATGAATCGAGCCCCGGTOTGGTAGA 1671

Query 623 AGAGTGGAACAATAAGCCATGGCCTGGACCTCTGAGC TG TAAGGATTAGTGGGATGGCAC i1za
N R N R R R R R NN )
Sbjcc 1670 AGAGTGGAACAATAAGCCATGGCCTG-ACCTCTGAGC TG TAAGGATTAGTGG-ATG-CAC 1614

Query iz CTACCACACAACAGGTOGCCATCAGAAATGTCCCAGETAATGTAAAGAAGGGAACGTCAGT ino
TERER R PRt
Sbjcc 1613 CTACCACACARACAGGTGCCATCAGAAATGTCCCAGCTAATGTAAALGAAGGGAACGTCAGT 1554

Query 101 GTOGATTCACTTCATTCTTAATAARATCTTTAAARACAAAAAATAGTTOTAGCTCTTTTCTC 240

RN N N R N R R NN RN )
Sbjcc 1553 GTGATTCACTTCATTICTTAATAAAATCTTTAARMCAAAAAMATAGTTIGTAGCTCTTTTCTC 1494

Query 241 TGATGCTTGCTTGCATTGTACTTTTAAAMAGTAACTATTOTTTTATTTTATGTGCATTGGT 300
AR R N N N RN NN RN RN
Shijce 1493 TEAT G T TG T TGCAT TG TACT T T TAAAAAGTAACTATTG TT T TATTTTATGTGCATTOGGT 14234

Figura 15. Alineamiento de la secuencia obtenida utilizando el programa BLAST. Se comprobé que la
secuencia clonada es la perteneciente al promotor de la anexinal, también llamada lipocortina, con algunas
diferencias sin embargo los posibles sitios de interaccién con los factores transcripcionales TCF/LEF se
mantuvieron intactos..
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4.3 Construccion del vector de expresion eucariético que contiene el gen
reportero de luciferasa dirigido por una region de 1.6Kb del promotor de la

anexinal.

A partir del vector PGEM-PromANXI se aisl6 la regién promotora de la anexinal
mediante digestion, utilizando los sitios de restriccion incorporados a los
iniciadores, con las enzimas de restriccion Kpnl y Xhol (Fig.16A). Posterior a la
purificaciéon de la regién promotora (Fig.16B) se llevé a cabo la ligacién de este
fragmento con al vector PGL3-Basic previamente tratado con las mismas

enzimas, y defosforilado (Fig.16C).
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Figura 16. Construccion del vector de expresién eucariético PGL-PromANXI. A) Reacciones de
digestion del vector PGEM-PromANXI: |a digestion de este vector con las enzimas de restriccion Kpnl y
Xhol libera un fragmento de 1600pb correspondiente al promotor de la anexinal. B) Purificacién del
promotor de la anexinal a partir del gel de agarosa. C) Reaccién de ligacién del promotor de la anexinal en
PGL3-Basic: Camil 1 y 2 vector sin y con ligasa respectivamente, carmiles 3 y 4 reaccién de ligacién
completa vector-promotor-T4 DNA ligasa, con diferentes concentraciones del inserto.

Posteriormente a la transformacién de las reacciones de ligacion, se llevé a cabo
la caracterizaciéon de clonas candidatas con la enzima de restriccién Sacl y por
secuenciacion (Fig.17). Una vez obtenida la secuencia del promotor se realizé la
busqueda de los posibles sitios de interaccion con la familia de factores

transcripcionales TCF/LEF para comprobar que se encontraran los 4 sitios

42



predichos por bioinformatica, Observandose que se encontraban en la regiéon

clonada sin cambios en su secuencia.

Figura 17. Caracterizacién de vector PGL3-PromANXI. A)Mediante la enzima de restriccion Sacl, carnl 1
vector sin digernir, camiles 3,5 y 6 vectores con inserto, carriles 2 y 4 vectores sin inserto, el fragmento
liberado es de aproximadamente 1400 pb. B) Mediante secuenciacién, en el recuadro se observa uno de
los posibles sitos de interaccion con los factores transcripcionales TCF/LEF.

Al contar con clonas candidatas con la regién promotora de la anexinal, se
realizaroq medianas escalas del vector para la obtencién de cantidades
suficientes y la calidad necesaria para los ensayos de transfeccion. El DNAp
obtenido de esta manera fue cuantificado por espectrofotometria UV,
estableciendo como criterio de pureza una relacion 260/280 < 1.8. Los
resultados de la cuantificacion para este vector fue la siguiente: 70 ng/pl y una
relacion 260/280 de 1.4.
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4.4 Ensayos de transfeccion para la region promotora de la anexinal.

A) pCMV-LUC.

En los ensayos de co-transfeccion de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pCMV-LUC/ pCMV-REN (200ng/ 40ng) se encontraron
altos niveles relativos de luciferasa (normalizando con los niveles del gen
reportero Renilla) y que estos resultados son similares en las cuatro lineas

celulares del modelo de estudio, y no existe diferencia significativa (p> 0.05)

entre las lineas celulares (Fig.18).
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Figura 18. Transfecciones del vector pCMV-LUC en el modelo de estudio. A) Representacion
esquematica de los resultados de transfeccion con el vector pCMV-LUC, donde se observa que no existe
diferencia significativa (p>0.05) en la expresién del gen reportero de la luciferasa entre las lineas celulares.
Resultados de dos ensayos independientes realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa,

estas unidades se obtienen de la relacion de los valores de la luciferasa entre los valores de la renilla; NA,
no aplica)



B) pGL3-Basic.

En los ensayos de co-transfeccion de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pGL3-Basic / pCMV-REN (200ng / 40ng) se encontraron
bajos niveles relativos de luciferasa (normalizando con los niveles del gen
reportero Renilla) y estos mismos son similares en las cuatro lineas celulares del

modelo de estudio, y no existe una diferencia significativa entre las lineas

celulares (Fig.19).
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Figura 19. Transfecciones del vector pGL3-Basic en el modelo de estudio. Representacion
esquemaética de los resultados de transfeccién con el vector pGL3-Basic, donde se observa que no existe
diferencia significativa (p>0.05) en la expresién del gen reportero de la lucferasa entre las lineas celulares.

Resultados de dos ensayos independientes realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa;
NA, no aplica)

Al integrar los resultados obtenidos entre los vectores pPCMV-LUC y PGL3 Basic
se encuentra una diferencia estadisticamente significativa, entre estos vectores

en las 4 lineas celulares del modelo de experimentacion (Fig.20).
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Figura 20. Transfecciones de vectores pCMV-LUC y pGL3-Basic. Representacién esquematica de los
resultados de transfeccién con el vector pPCMV-LUC y pGL3-Basic, donde se observa que existe diferencia
significativa (p<0.0001) en la expresién del gen reportero de luciferasa entre estos dos vectores, en cada

una de las lineas celulares. Resultados de dos ensayos independientes realizados por triplicado (RLU
Unidades relativas de luciferasa)

C) pTOPFLASH y pFOPFLASH

En los ensayos de co-transfeccion de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pTOPFASH/ pCMV-REN (200ng/ 40ng) se encontraron
altos niveles relativos de luciferasa (normalizando con los niveles del gen
reportero Renilla) en las lineas celulares que expresan el oncogen Wnt1y niveles
bajos relativos de luciferasa en aquellas lineas celulares que no expresan el
oncogen Wnt1 y existe diferencia significativa (p<0.001) entre las mismas
(Fig.15). En los ensayos de co-transfeccion de las lineas celulares PC12, Wnt1,
HB+ y HB- con los vectores pFOPFASH/ pCMV-REN (200ng/ 40ng) se
encontraron niveles similares del gen reportero de la luciferasa (Fig.21). Por lo
que con estos resultados comprobamos que las lineas celulares que expresan el
oncogen Wnt1 tienen los efectores necesarios para activar los genes blancos de

la via de sefializacion Wnt/ B-catenina.
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Figura 21. Transfecciones de vectores pTOPFLASH y pFOPFLASH. Representacién esquemética de
los resultados de fransfeccion con el vector pTOPFLASH y pFOPFLASH, donde se observa que existe
diferencia significativa (p<0.001) en la expresion del gen reportero de luciferasa del vector pTOPFLASH
entre las lineas celulares que expresan el oncogen (™) y las lineas celulares que no lo expresan (*). En el
vector pFOPFLASH no hay diferencia significativa en las lineas celulares del modelo de estudio (p>0.05).
Resultados de dos ensayos independientes realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa)

D) pGL3-PromANXI

En los ensayos de co-transfeccion de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pGL3-PromANXI/ pCMV-REN (200ng/ 40ng) se
encontraron altos niveles relativos de luciferasa en las lineas celulares que
expresan el oncogen Wnt1 (normalizando con los niveles del gen reportero
Renilla) y bajos niveles relativos de luciferasa en las lineas celulares que no
expresan el oncogen Wnt1, los resultados en la linea celular Wnt1 demuestran
un aumento de 22 veces comparando con el vector pGL3-Basic, en la linea
celular HB+ se observa un aumento de 20 veces con respecto al vector pGL3-
Basic, y solo un aumento de 2 veces en la linea celular HB-, con lo que se
demuestra una activacién del gen reportero de luciferasa de esta construccién
en funcién de la activacién de la via canénica Wnt1, por lo que este gen podria

ser un blanco potencial de esta via (Fig.22).

47



100.00 —

8
a 7500 —
=
= }% 50.00 -
= 8 |
& 2s00-
=
S \

PC12* WNT** HB+**
% ;m'ﬁf Linea Celular

Figura 22, Transfecciones de vectores pGL3-PromANXI y pGL3-Basic. Representacion esquemética de
los resultados de transfeccién con el vector pGL3-PromANXI y pGL3-Basic, donde se observa que existe
diferencia significativa en la expresion del gen reportero de luciferasa del vector pGL3-PromANXI entre las
lineas celulares que expresan el oncogen (**) y las lineas celulares que no lo expresan (*). En el vector
pGL3-Basic no existe diferencia significativa entre las lineas celulares (p>0.05). Resultados de dos ensayos
independientes realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa)

4.5 Aislamiento de la region 3’ UTR del gen de la anexinal por medio de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

Se logré aislar la region 3'UTR del gen de la anexinal mediante PCR,
obteniéndose un fragmento de aproximadamente de 284 pb (Fig.23A), Una vez
aislada la region 3'UTR del gen de la anexinal se clon6 en el vector PGEM-T
easy (Promega), con lo que se obtuvo el vector pGEM-3'UTRANXI, el cual fue
caracterizado por enzimas de restriccion y secuenciacion (Fig.23). A partir de la
secuencia obtenida se realizé una busqueda con el programa computacional
BLAST del NCBI, para comprobar la identidad de la secuencia obtenida,

identificando esta secuencia como la regién 3'UTR del gen de la anexinal

(Fig.24)
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Figura 23. Aislamiento y caracterizaciéon de la regién 3’UTR del gen de la anexinal. A) Aislamiento de
la regién 3'UTR del gen de la anexinal mediante PCR. B) Caracterizacion de candidatos PGEM-3'UTRANXI
con la enzima de restriccion EcoR Carril 1 y 8 marcadores, camil 2 vector sin digerir, carmilles 3 al 7
vectores con inserto. C) imagen del gel de secuenciacién de la regién 3' UTR del gen de la anexinal.

Una vez obtenida la secuencia se buscaron visualmente secuencias
relacionadas con interaccién con proteinas que intervienen en el metabolismo
del RNAm, se identificé un posible sitio de interaccién con las proteinas AUF o
HUR, pero sin embargo es una region muy rica en uracilos y adeninas, que

pudieran estar regulando |a estabilidad de este gen.

>gi| 6978500 | ref | NN 0129504.1] Racpus norvegicus annexin Al (Anxal), mRNA
Length=1402

Score = 565 bits (285), Expect = 3Je-158
Identities = 285/285 (10D%), Gaps = 0/285 (0%)
Scrand=Plus/Plus

Query 1 ACATCCCAACTGCTCTGTAAGATTCCGAGGAGAACATCTCTTAGCCGTTGTTITICTTCCT 60

Prarprerprnrrnrnerrrrnrpe e ernnrrnni et et pr e
Sbhjct 1103  ACATCCCAACTGCTCTGTAAGATTCCGAGGAGAACATCTCTTAGCCGTTIGTTITICTTCCT 1162

Juery 61 ATTGCAAGGCTTAAGTAGGAAAGTTGCTTTIGTCAGTAAGTCTAATTACCTTCTTTGAATA 120

R R N N N RN R NN R AR RN
Sbijct 1163 ATTGCAAGGCTTAAGTAGGAAAGTIGCTTTIGTCAGTAAGTCTAATTACCTTCTTTGAATA 1222

Query 121 ATGTAGCCTATAAATATGTTTTAGATCATTCATCTGTACAATAGAGAAATACTTIGTTTIC 180

N R e N RN N RN
Sbijct 1223 ATGTAGCCTATAAATATGTTTTAGATCATTICATCTGTACAATAGAGARATACTTGTTITG 1282

Query 181 TTAATTATGTTTATCCCAAATTATAAATCCCTGTAAGCAAGTCACTTTGGTACCATTCCT 240

R R N R R R R AR R R R AN
Sbjct 1283 TTAATTATGTTTATCCCAAATTATAAATCCCTGTAAGCAAGTCACTTTGGTACCATTCCT 1342

Query 241  GAGAAAGAAGTTTAC ATAGMTMTAAAA@AGAC 285
Prrrrerrrererrreennrerrrerreennd tereet
Sbjct 1343 GAGAAAGAAGTTTACATAGAATAAAATAAAACAATTTTATAAGAC 1387

Figura 24. Alineamiento de la secuencia obtenida utilizando el programa BLAST. Se comprobé que la
secuencia clonada es la perteneciente a la regién 3'UTR del gen de la anexinal, en el circulo se muestra la
posible secuencia de interaccién con proteinas relacionadas con el metabolismo del RNAm.
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4.6 Construccion del vector de expresion eucaridético que contiene la
region 3’'UTR del gen de la anexinal rio abajo del gen reportero de
luciferasa

A partir del vector PGEM-3'UTRANXI se aisl6 la region 3'UTR del gen de la
anexinal mediante digestion, utilizando los sitios de restriccion incorporados a
los iniciadores, con las enzimas de restriccion Xbal y BamH! (Fig.25A). Posterior
a la purificacién de esta region se llevé a cabo la ligacion de este fragmento con
al vector PGL3-Basic previamente tratado con las mismas enzimas, Yy

defosforilado ' (Fig.25B), posteriormente se caracteriz6 mediante PCR vy

secuenciacion (Fig. 25C)

Figura 25. Construccién del vector de expresion eucaridtico PGL3-3’'UTRANXI. A) Reacciones de
digestion del vector PGEM-3'UTRANX: la digestion de este vector con las enzimas de restriccion Xbal y
BamHI libera un fragmento de 284pb correspondiente a la regién 3'UTR de la anexinal. B) Reaccién de
ligacion de la regién 3'UTR de la anexinal en PGL3-Basic: Carril 1 y 2 vector sin y con ligasa
respectivamente, carriles 3 y 4 regién 3'UTR de la anexinal sin y son ligasa respectivamente, camil 5
reaccion de ligacién completa vector-region 3'UTR-T4 DNA ligasa. C) Caracterizacién del vector construido
mediante PCR donde se observan dos clonas candidatas.
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4.7 Ensayos de transfeccion para la regién 3’UTR del gen de la anexinal.

A) pCMV-LUC.

En los ensayos de co-fransfeccién de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pCMV-LUC-3'UTRSV40/ pCMV-REN (200ng/ 40ng) se
encontraron altos niveles relativos de luciferasa (normalizando con los niveles
del gen reportero Renilla) y que estos resultados son similares en las cuatro
lineas celulares del modelo de estudio, y no existe una diferencia significativa
entre las lineas celulares (Fig.26).
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Figura 26. Transfecciones del vector pCMV-LUC-3'UTRSV40 en el modelo de estudio. Representacion
esquematica de los resultados de transfeccién con el vector pPCMV-LUC, donde se observa que no existe
diferencia significativa (p>0.05) en la expresién del gen reportero de la luciferasa entre las lineas celulares.

Resultados de dos ensayos independientes realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa;
NA, no aplica)
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B) pGL3-3’'UTRANXI

En los ensayos de co-transfeccién de las lineas celulares PC12, Wnt1, HB+ y
HB- con los vectores pGL3-3'UTRANXI/ pCMV-REN se encontraron altos
niveles relativos de luciferasa en las lineas celulares que expresan 0 expresaron
el oncogen Wnt1 (normalizando con los niveles del gen reportero Renilla) y bajos
niveles relativos de luciferasa en la linea celular parental que no expresa el
oncogen Wnt1 (Fig.27), los resultados demuestran un aumento de 3 o 4 veces
en la expresion del gen reportero de la luciferasa entre las lineas celulares que
expresan o expresaron el oncogen Wnt1 y la linea celular parental, demostrando
que a este nivel, la regulacion no es dependiente de que la via de sefializacién

Whnt/B-catenina esté activa.

— i
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:

Figura 27. Transfecciones de vectores pGL3-3'UTRANXI. Representacion esquematica de los resultados
de transfeccion con el vector pGL3-3'UTRANXI , donde se observa que existe diferencia significativa
(p<0.01) en la expresion del gen reportero de luciferasa entre las lineas celulares que expresan o

expresaron el oncogen (**) y la linea celular parental (*). Resultados de dos ensayos independientes
realizados por triplicado (RLU Unidades relativas de luciferasa)
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CAPITULO V

DISCUSION.

En este estudio se pudo corroborar que la expresién de Wnt1 en la linea celular
PC12 incrementa los niveles del RNAm del gen de la anexinal y dichos niveles
permanecen sin cambio una vez que Wnt1 deja de ser expresado (HB-). Este
resultado concuerda con los resultados obtenidos por Velazquez-Vadillo,
mediante microamreglos, RT-PCR semicuantitativa y northem blot (datos no
publicados). Al igual que para el gen de la anexinal, los resultados coinciden con
el comportamiento del gen NEU ya que los niveles del RNAmM de este gen no
son dependientes de que la via de sefializacién Wnt/B-catenina este activa*’.

A nivel de proteina los niveles de anexinal se encuentran elevados en las lineas
celulares que expresan o expresaron el oncogen Wnt1 comparando con la linea
celular parental. Estos resultados coinciden con lo que sucede con la proteina B-
TrCP donde la activacion de la via de sefalizacién Wnt produce un aumento de
los niveles del RNAm y de la proteina*® entre muchos otros.

Los resultados demuestran una correlacion en la expresion de Wnt1 y anexinal,
indicando que este gen es un blanco potencial de esta via de sefializacion,
ademas de encontrar, mediante analisis bioinformatico, 3 posibles sitios de
interaccion con la familia de factores transcripcionales TCF/LEF dentro de la
secuencia del promotor de este gen, y uno mas en el exon 1.

La hipotesis de que este gen es un blanco potencial de la via Wnt, también es
apoyada por los ensayos de fransfecciéon transitoria de la construccion del

promotor de la anexinal dirigiendo la expresidn del gen reportero de luciferasa,
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en los cuales se encontré un aumento de 7 u 8 veces en la expresion del gen
reportero en las lineas celulares que expresan constitutivamente el oncogen
Whnt1 con respecto a aquellas que no expresan dicho oncogen. Sin embargo no
solo por el aumento en la expresion del gen reportero en las lineas celulares que
expresan el oncogen Wnt1 es suficiente para demostrar que es un blanco de
esta via de senalizacidon, debido que recientemente se demostré que la
regulacién positiva de la ciclina D1 por |a activacién de la via clasica Wnt, no se
debe directamente a la interaccién de los factores transcripcionales TCF/LEF,
esto lo demostraron por la sobreexpresion de un miembro de esta familia de
factores transcripcionales carente del dominio de unién a B-catenina, con lo que
no puede ser transactivado, y no se observé una disminucion en la expresion del
gen reportero de luciferasa en estas condiciones, por lo que los autores
concluyen que dicho gen no es un blanco directo de la via clasica Wnt, y que el

efecto es indirecto®.

En cuanto a ta participacién de la regién 3’'UTR del gen de la anexinal sobre la
regulacion positiva por el oncogen Wnt1, se observé que también a este nivel es
llevada a cabo, debido a que los ensayos de fransfeccién transitoria con la
construccion que contenla esta region se observé un aumento en la expresion
del gen reportero en las lineas celulares que expresan o alguna vez expresaron
el oncogen Wnt1 comparando con la linea celular parental. Al no encontrar mas
que una secuencia relacionada con la interaccion con proteinas relacionadas
con el metabolismo del RNAm, el estudio de esta region podria ser interesante

para observar que otras proteinas estan regulando la estabilidad del RNAm del
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gen de la anexinal, debido a que esta zona es muy rica en uracilos y adeninas, y
estas regiones estan involucradas en la regulacion de la localizacién, traduccién
y degradacién de genes como citocinas y reguladores del ciclo celular®, sin
embargo ha sido reportado que la proteina HuR se puede unir a estas mismas

secuencias y ocasiona la acumulacién del RNAm de sus genes blanco®.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES.

Los niveles de RNAm y Proteina de la anexinal son regulados positivamente por

el oncogen Wnt1 en nuestro modelo de estudio.

La regulacién positiva es llevada a cabo a nivel transcripcional, por lo que este

gen podria ser un blanco transcripcional de la via de sefializacion Wnt.

Esta regulacién también es llevada a nivel post-transcripcional, y esta

involucrada la regién 3'UTR del gen de la anexinal.
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CAPITULO VII

PERSPECTIVAS.

Los resultados de esta tesis sugieren que la anexinal podria ser un blanco de la
via de senalizacibn Wnt, para comprobar esto, es necesario realizar co-
transfecciones del vector reportero con activadores de esta via en aquellas
lineas celulares que no expresan el oncogen Wnt1 y represores de la misma en
aquellas lineas que expresan el oncogen Wnt1.

Aunado a esto se tendria que realizar mutaciones en cada uno de los posibles
sitios de interacciéon con los factores de transcripcion TCF/LEF para evitar la
unién de los mismos y la activacién de este promotor, ademas de deleciones del
promotor.

Para observar si en vivo se lleva a cabo la interaccion entre los factores
transcripcionales TCF/LEF y las secuencias contenidas en este promotor se
tendrfa que realizar una inmunoprecipitacion de cromatina, utilizando
anticuerpos contra TCF o B-catenina.

En cuanto a la region 3'UTR del gen de la anexinal se tendria que realizar
ensayos de estabilidad del RNAm con actinomicinaD para observar si la
regulacién positiva se esta realizando a este nivel. Si la regulacién se llevara a
cabo a este nivel, se tendria que realizar un escaneo por mutaciéon para situar

que secuencias estan relacionadas con la estabilidad del RNAm.
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ANEXOS.

PROTOCOLO PARIS.

1.- Colectar 10° células y lavarlas con PBS 1X frio.

2 .- Lisar las células en 500 yl de Cell Disrption Buffer

3.- Dividir el lisado para la extraccion de RNA total y proteinas totales
4 .- Para la extraccion de proteinas totales :

a) Incubar en hielo por 10 min.

b) Centrifugar a 10,000 g a 4°C para darificar la muestra.

5.- para la extraccion del RNA total:

a) Mezcla el lisado son un volumen de 2X Lysis/Binding Solution
b) Agrega un volumen de etanol al 100%

c) Aplicar la mezcla en |la columna ensamblada en el tubo colector
d) Centrifugar a 14,000 rpm por 2 minutos

e) Descartar la solucién contenida en el tubo colector

f) Lavar una vez con 700ul de Wash Solution 1

g) Realizar 2 lavados con 500 pl de Wash Solution 2/3

h) Eluir el RNA con 50ul a 95°C de Elution Solution

i) Aimacenar el RNA a -80°C



PROTOCOLO DE RETROTRANSCRIPCION.
1.- Agregar 1 pl de oligo (dT) a 1ug de RNA total y calentar a 70°C

2.- Incubar en hielo y adicionar la siguiente mezcla:

Reactivo Volumen (ul)
Buffer 5X 40
Mezcla de dNTPs (10mM c/u) 1.0
Inhibidor de RNAsa (1U/pl) 0.5
Transcriptasa Reversa (MMLV) 1.0
Volumen total 6.5

3.- Mezclar por pipeteo e incubar a 42°C por 1 hora
4 -Calentar a 95°C por 5 minutos
5.- Adicionar 80ul de H,O DEPC.

6.- Almacenar a -20°C
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CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS
METODO DE BRADFORD MICROENSAYO (1 ml)

PROTOCOLO

1. Preparar en agua estéril una solucién stock de Albumina Sérica Bovina

(BSA) a una concentraciéon de 100 mg/ml.

2. Hacer una dilucién de 1:50 del stock de 100 mg/mi, para que quede a una

concentracion final de 2 mg/ml 6 2 pg/ul.

3. Preparar directamente en las celdas de plastico los siguientes estandares

empleando el stock diluido de BSA:

Estandar | ) del estandar de 2 mg/ ml | uldel agua | Concentracién pgiul
1 0 800 0
2 1 799 2
3 25 797.5 5
4 5 795 10
5 7.5 792.5 15

4. Adicionar 200 ul del reactivo de Bradford concentrado a cada celda y

mezclar.

5. Incubar las celdas a temperatura ambiente durante 5 minutos. Las

absorbancias aumentan con el tiempo de incubacién, por lo que no se

recomienda incubar las muestras por mas de una hora.

6. Medir absorbancia a 595 nm en el biofotémetro (Eppendord).
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ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE)

PROTOCOLO

1.

Ensamblar el cassette del gel conforme a las especificaciones de la
compaiiia BIO-RAD (Mini-Protean 3 Cell).

Preparar la solucidon del gel separador a una concentraciéon del 12% de
acrilamida.

Aplicar con una pipeta serolégica 4.5 ml de la solucién del gel separador
al vidrio que contiene el separador de 1 mm,

Preparar la solucién del gel concentrador al 4 %, vaciario hasta el limite
del vidrio e inmediatamente colocar el peine.

Colacar el gel en la cAmara de cormimiento y ensamblarlo para después
afiadir el buffer de corrida 1X.

Retirar el peine y lavar los pocillos con buffer para eliminar la acrilamida
que no haya polimerizado.

Cargar las muestras que previamente deben ser mezcladas con buffer de
desnaturalizacién en una relacién 1:1, y calentarlas a 95°C por 4 minutos.

Correr el gel a 100V por 2 horas.

Realizar la tincién del gel separador con azul de coomassie
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TRANSFERENCIA DEL GEL A LA MEMBRANA

PROTOCOLQ

1. Recortar la membrana de nitrocejulosa con las dimensiones del gel

2. Equilibrar la membrana con buffer de transferencia 1X durante 5 minutos.
Colocar también en el buffer de transferencia dos piezas de papel filtro.

3. Remover y descartar el gel concentrador (stacking gel).

4. Colocar sobre el gel un papel filtro humedo y despegar el gel del vidrio.
Colocarlo sobre la esponja del set de transferencia.

5. Armar el sandwich colocando sobre el gel la membrana previamente
equilibrada. Evitar la formacién de burbujas.

6. Colocar un papel fitro humedecido sobre la membrana, y enseguida
colocar la ofra esponja.

7. Transferir a 4°C a 100V durante 1.5 horas.

68



WESTERN BLOT

PROTOCOLO

1.

Después de la transferencia tefiir la membrana con el reactivo rojo de.
Ponceau durante 5 minutos

Enjuagar la membrana tefiida 3 veces con buffer PBS-T 1X,

Sumergir la membrana en el buffer de bloqueo (Santa Cruz Biotech) a
4°C toda la noche con agitacion.

Posteriormente, lavar la membrana 2 veces con PBST 1X por 10 minutos
cada uno de ios lavados a temperatura ambiente.

Incubar la membrana con el anticuerpo primario en una dilucién de 1:125
para la anexinal y 1:1000 para la g-actina, por una hora a temperatura.
ambiente.

Lavar la membrana 5 veces con el buffer PBS-T 1X por 10 minutos cada
una y a temperatura ambiente.

Incubar la membrana con el anticuerpo secundario (1:1000) por 1h a
temperatura ambiente.

Lavar la membrana 5 veces con el buffer PBS-T 1X por 10 minutos cada
una y a temperatura ambiente.

Al terminar los lavados preparar el material necesario para efectuar el
desarrollo de Quimioluminiscencia (Santa Cruz Biotech).
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PROTOCOLO DEL KIT WIZARD SV-GEL AND PCR CLEAN-UP
SYSTEM.

1.- Cortar la banda de interés procurando exponer el menor tiempo posible el
DNA ala luz UV

2.- Pesar exactamente el fragmento de agarosa que. se corto del gel

3.- Agregar 1 pl de Membrane Binding Solution por cada mg de agarosa

4.- mezclar. vigorosamente e incubar a 65°C por 10 minutos

5.- Transfenr la mezcla a una columna ensamblada a su tubo colector

6.- Incubar por 1 minuto a temperatura ambiente

7- Centrifugar a 14,000 rpm por 1 minuto

8.- Descartar el liquido colectado y agregar 700pl de Membrane Wash Solution
9.- Cenfrifugar a 14,000 rpm por 1 minuto

10.- Descartar el liquido colectado y agregar 500p1 de Membrane Wash Solution
11.- Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos

12.- Transfenr la columna a un tubo limpio

13.-Eluir con 50 pl de H;O libre de nucleasas, incubar 1 minuto a temperatura
ambiente

14.- Cenfrifugar a 14,000 rpm por 1 minuto

15.- Almacenar el DNA a 4°C
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CLONACION EN PGEMT-EASY.

1.- Realizar la mezcla siguiente:

Reactivo Reacci6én Control positivo Control de fondo
2x Rapid Ligation Buffer 5ul Sul 5ul
pGEMT-Easy Vector 1ul 1ul 1ul
Producto de PCR Xyl e -
Inserto de DNA control — 2 -
T4 DNA ligasa 1ul 1l 1ul
Volumen total 10 10l 10 pl

2.- Mezclar las reacciones por pipeteo.

3.- Incubar 1 hr a temperatura ambiente o a 4°C toda la noche.

4 - Transformar células calciocompetentes
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REACCION DE SECUENCIACION.

1.- Preparar la siguiente mezcla de reaccion por cada muestra:

Reactivo Volumen (pl)
H.O 21.0
Buffer de reaccién 1.5
Iniciador §’ 0 3' (20uM) 20
Thermo-sequenase (4U/pl) 0.5
DNAp (0.5ug/pl) 20
Volumen Total 27.0

2.- Etiquetar 4 tubos con las letras G, A, T y C. A cada tubo adicionar 6.75pl de
la mezcla de reaccion.

3.- Agregar a cada tubo 1.2yl de la mezcla de terminadores correspondiente.

4 - Realizar el siguiente programa de amplificacion:

Temperatura Tiempo Numero de ciclos
94°C 5 minutos
94°C 30 segundos
62°C 30 segundos 30 ciclos
72°C 1 minuto
72°C 5 minutos

5.- Agregar a cada tubo de reaccién 1.0yl de acetato de sodio 3M pHS.2 y 1.0yl
de Vivid Violet y 20pl de etanol al 100%.

6.- Mezclar e incubar por 20 minutos a temperatura ambiente.

7.- Centrifugar a 14,000 rpm por 15 minutos

8.- Retirar el sobrenadante y lavar la pastilla 2 veces con 100yl de etanol al 70%

9.- Retirar el exceso de etanol al 70% y secar por calentamiento a 80°C por 5
minutos

10.- Resuspender |la pastilla con 3pl de solucién STOP.
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PROTOCOLO DE TRANSFECCION (TRANSFAST)

1.- Agregar 200pl de medio de cultivo a 37°C por cada muestra a transfectar a
un tubo estéril.

2.- Agregar 240 ng de DNAp al medio de cultivo.

3.- Agregar 2ul del reactivo Transfast a la mezcla anterior e incubar a
temperatura ambiente por 15 minutos.

4 .- Remover el medio de cultivo de las células.

5.- Agregar 200yl de la mezcla a cada pozo con 108 células.

6.- Incubar a 37°C por 1 hora.

7.- Agregar 1 ml de medio de cultivo completo e incubar por 48 horas.

8.- Checar |a eficiencia de transfeccion.
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PROTOCOLO DEL KIT DUAL LUCIFERASE REPORTER ASSAY.
1.- Retirar el medio de cultivo y lavar 2 veces con PBS 1X
2.- Agregar 200yl de PLB 1X (Buffer de Lisis) e incubar con agitacién por 15
minutos a temperatura ambiente.

3.- Agregar a cada pozo de una placa de 96 pozos 100u! de LARII (substrato de
la enzima luciferasa) y 20pl del lisado obtenido, mezclar por pipeteo

4.- Medir la actividad de luciferasa en el luminémetro

3.~ Agregar 100yl del reactivo Stop & Glo (para detener actividad de la
luciferasa y substrato de la enzima renilla) y mezclar por pipeteo

6.- Medir la actividad de Renilla en el luminémetro
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