Resultados

“Cupel de (3 regidn 3 VTR en fa acmulacion def ®RNA mensajerv de VEGT-D en células BC12 que expresan constiwtivamente of oncogen wat-1"

a. Regién 3'UTR de VEGFD de ratdn.

Secuencia completa:

Figura 32. Secuencia completa de la regién 3UTR de VEGF-D de ratén obtenida a partir de DNAp de
la clona comercial NM_010216. En la figura se muestra una secuencia de 505 pb correspondiente als
secuencia completa de la regién 3I'UTR de VEGF-D de ratén, obtenida a partir de la clona comercial
NM_010216. Con fondo gris se muestra la secuencia de los oligonucleotidos empleados para su
secuenciacién y en color rosa la sefial de poliadenilacién.

Resultado del alineamiento:

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment.

Name

SeqA
1

DNAcRaton

NM_010216clona

Len(nt) SeqB Name Len{nt) Scare
519 2 333?2?2:“‘ 505 99

NM 0l02lé6clonaDNAcRaton
3UTRVEGFDmobtenida

HM 0102I6clonaDNAcRaton
3UTRVEGFDmobtenida

NM_010216clonaDNAcRaton
3UTRVEGFDmobtenida

NM_010216clonaDNAcRaton
3UTRVEGFDmobtenida

NM_01021éclonaDNAcRaton
JUTRVEGFDmobtenida

NM_0l02l1éclonaDNAcRaton
3UTRVEGFDmobtenida

TGATTCARCTTCCTTTCAAGTCCCCCCATCTCTGTCATTTTAARCAGCTC
----- CARCTTCCTTTCAAGTCCCCCCATCTCTGTCATTTTARACAGCTC

Thhkhhhhk kbt kiRt dhrrthtithhhRhthhhhhrrhhkxthahk

ACTGCTTTGTCAAGTTGCTGTCACTGTTGCCCACTACCCCTGCCCCCCCC
ACTGCTTTGTCAAGTTGCTGTCACTGTTGCCCACTACCCCTGCCCCCC--

kA hkhhkhkAhhkkhrkhhihdrdhbrhrdhhkhkhhkihhdhbdrhhkihihid
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sk drdrdrdededrdrdrdrhk ke drkk ik ded ik ddkdrrdk ki kd

AARGCCACATTTCCATGCAATGGCGGCTAGGTGATTCCCCAGTTCACTGA
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hkkdhdh kb hkd whhkrhhhkr bk ki
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dhkgk kb kb ke hdrrwrhhdhhkdrbh bbb hdrdhdhkdrhrdirditd
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Resuftados
“Papel dz la rzgitn 3 "UTR en (a acuniulicién del RNA mensajero de VEGT-D en cifulas 12 que expresan constitutivamente of oncogen wnt-1"

NM 0l10216clcnaDNAcRaton AACAGAGTAGTAGGTGCCACTCGATTGGTTCCTCGGGCTGGCARAGTCCA 350

3UTRVEGFDmobtenida AACAGAGTAGTAGGTGCCACTCGATTGGTTCCTCGGGCTGGCARAGTCCA 336
Akt Rkt hkkhhhkddkkhdrrrrdh ko ek khrdtdd

NM_01l0216cleonaDNAcRaton AGGGCAATGCTCATGAGTTATTGTGCTTCTTTCTTATGCGGARTTTCATT 400

3UTRVEGFDmobtenida AGGGCAATGCTCATGAGTTATTGTGCTTCTTTCTTATGCGGAATTTCATT 386
P e T T T S e T T e

NM_01¢21l6clonaDNAcRaton TGTATGATCAGCACTGATCAATTCCCATTCCACTTGTACTTTTTAGGTTT 450

3UTRVEGFDmobtenida TGTATGATCAGCACTGATCAATTCCCATTCCACTTGTACTTTTTAGGTTT 436
(222 22 3322l EXRER XS i XX R i 2 2 2Rt iRl d R A2 sd)

KM _010216clonaDNAcRaton ACTGAAGCACTGCCTGATGTTTTATATGTARATGTATTTARAGGRAARTAR 500

3UTRVEGFDmobtenida ACTGAAGCACTGCCTGATGTTTTATATGTAAATGTATTTAAAGGAAATAA 486
T R T T LIS LT o

KM _010216clonaDNAcRaton ACRCTGTTATGCAGCCCAC 519

3UTRVEGFDmobtenida ACACTGTTATGCAGCCCAC 505

drdrkdrdkdd bk kb Ak dhk

Figura 33. Alineamiento 3'UTR de VEGF-D de ratén y la regién 3'UTR de VEGF-D de la clona
NM_010216. En la figura se muestra un alineamiento de la secuencia obtenida para la region 3'UTR
de VEGF-D de ratén con la secuencia 3'UTR de VEGF-D de la clona NM_010216. Se encontré un
cambio nucleotidico (A/C) en la posicién 168 después del codén de terminacién de la traduccién y una
delecién de 9 mucleétidos en la posicién 98.

b. Regién 3'UTR VEGFD de humano.

Secuencia completa:

Figura 34. Secuencia completa de la regién 3UTR de VEGF-D de humano obtenida a partir de DN4-
de la clona comercial BC027948. En la figura se muestra una secuencia de 531 po correspondiente ..
la secuencia completa de la regién 3IUTR de VEGF-D de humano, obtenida a partir de la clona
comercial BC027948. Con fondo gris se muestra la secuencia de los oligonucleotidos empleados para su
secuenciacién y en color rosa la seiial de poliadenilacién,
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Resuftados

“Capel dz (a region 3" VTR en la actomidacin del RNA mensajero de VEGT-D en céliclas BC12 quee expresan constitutivaments ¢f oncogen wat-1"

Resultado del Alineamienty:

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment.

SeqA Name Len(at) SeqB Name Len(nt) Score
BC027948 JUTRVEGFD
. 1
1 3UTRVEGFDh 540 2 humano obtenida 33 100
BC02794833UTRVEGFDh TGATTCAGCGTTCCAAGTTCCCCATCCCTETCATTTTTAACAGCATGCTG 50
3UTRVEGFDhumancobtenida —-—------ GTTCCAAGTTCCCCATCCCTGTCATTTTTAACAGCATGCTG 41
2 E SRS A EZEE SRS RS 2R 2 SRR SRARZE RS RS R R L2 R X
BC0279433UTRVEGFDh CTTTGCCARGTTGCTGTCACTGTTTTTTTCCCAGGTGTTARRAAAAARRAR 100
3UTRVEGFDhumanocobtenida CTTTGCCAAGTTGCTGTCACTGTTTTTTTCCCAGGTGTTAARARAMARKE 91
A TS EFFTEX IS EE PSS S LS ESST RS SS ST EE LSS RS LRSS LR E
BC02794830TRVEGFDh TCCATTTTACACAGCACCACAGTGAATCCAGACCAACCTTCCATTCACAC 150
JUTRVEGFDhumanochtenida TCCATTTTACACAGCACCACAGTGAATCCAGACCAACCTTCCATTCACAC 141
e v vk 3k o de o e gk sk ok ok ke el vl e v i e ke ke e e S ok e i ke i e e e ke e o e e e ok e o e gk ek
BC0279483UTRVEGFDh CAGCTAAGGAGTCCCTGGTTCATTGATGGATGTCTTCTAGCTGCAGATGS 200
3UTRVEGFDhumanocbtenida CAGCTRAAGGAGTCCCTGGTTCATTGATGGATGTCTTCTAGCTGCAGATGC 191
dkrhkhhrdkdrhdedrdkdrdkrrrhdrikhtdhrdrhkdkddkdrrrdhrirrdddriiird it
BC027924830TRVEGFDh CTCTGCGCACCAAGGAATGGAGAGGAGGGGACCCATGTAATCCTTTTGTT 250
3UTRVEGFDhumanoobtenida CTCTGCGCACCAAGGAATGGAGAGGAGGGGACCCATGTAATCCTTTTGTT 241
oo e e % e e ek e v e e vk o J g v e e e Jr % ok I e Je g e e ke e o e e e e ok o o e e e e e e e e e
BCO279483UTRVEGEDRh TAGTTTTGTTTTTGTTTTTTGGTGAATGAGAAAGGTGTGCTGGTCATGGA 300
3UTRVEGFDhumancobtenida TAGTTTTGTTTTTGTTTTTTCETCAATGAGAAAGGTCTGCTGGTCATGGE 291
PSS AR LT EEEEE L P LSS L R LA R L R XX EEE XL L FE L LR FEFEEXEX]
B8C0279483UTRVEGEFDh ATGGCAGGTGTCATATGACTGATTACTCAGAGCAGATGAGGARAACTGTA 350
3UTRVEGFDhumanoobtenida ATGGCAGGTGTCATATGACTGATTACTCAGAGCAGATGAGGAAARRCTGTA 341
X RS FREL RS EERRRRE AR ERER LRSS R AR ZY RS SEER RS R RS X2
BC0D279483UTRVEGFDh GTCTCTGAGTCCTTTGCTAATCGCRACTCTTGTGAATTATTCTGATTCTT 400
3UTRVEGFDhumanoobtenida GTCTCTGAGTCCTTTGCTAATCGCAACTCTTGTGAATTATTCTGATTCTT 391
FAERAT AT RAA A A A A A AT FT Ao Akt bbbk ddbhrdbrrbdik
BC0279483UTRVEGFDh TTTTATGCAGAATTTGATTCGTATGATCAGTACTGACTTTCTGATTACTG 450
3UTRVEGFDhumanoobtenida TTTTATGCAGAATTTGAT TCGTATGATCAGTACTGACTTTCTGATTACTG 441
ki hkhk ke hkhdkdtddkhidrkrdrdidhrrdhthhhkhrkhrhhhhd
BC0O279433UTRVEGFDh TCCAGCTTATAGTCTTCCAGT TTAATGAACTACCATCTGATGTTTCATAT 500
3UTRVEGFDhumanoobtenida TCCAGCTTATAGTCTTCCAGT TTAATGAACTACCATCTGATGTTTCATAT 491

BC0O279483UTRVEGFDh
3UTRVEGFDhumanoobtenida

LA RS R A R A LA SRR RRRRRRLRRREAR LR R RO RD S S

TTAAGTGTATTTAAAGAARRATARACACCATTATTCAAGCC 540
TTAAGTGTATTTARAGAARATARAACACCATTATTCAAGCC 531

(A Al b R LA RS ERE LS LERLIELELEELELERSRL)

Figura 35. Alineamiento 3'UTR de VEGF-D de humano y la regién 3'UTR de VEGF-D de la clona
BC027948. En la figura se muestra un alineamiento de la secuencia obtenida para la regién 3'UTR de
VEGF-D de humano con la secuencia 3’'UTR de VEGF-D de la clona BC027948. No se encontraron
diferencias en la comparacién de ambas secuencias.
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c. Regién 3'UTR de c-myc de ra@m

Secuencia completa:

ACTGACCGGAAGTGAGGAGGAGCTGGAATCTCGAGTGTAAGGAGAACGGTTCCTTCTGACAGAACTTGGAC
TTCAAARAATGCATGCTCAAAGCCTRAACCTCACAACCTTGGCTGGGGCTTTGGGACTTCAGCCATAATGTT
AACTGCCTCAAAGTTAAGGCATAAAAGAACTTTTTTTTATGCTTCCCATCTTCTTTCTTTTTCCTTTAACA
GGTTTGTATTTAATTGTTTTTTTTAAAAARATCTTCCGGTGTACATAGGGCCTTTAAATGTAAATAACTTT
AATAAAACGTTTATAARCAGTTATACAAGATTTTRAAGACATGTATGATAAACCATAATTTTTTTATT TAAAG
ACCTTTTCATTTTTARAGTTGATTTTTTTCTATTGTTTTTAGAARAAATAAAATAATTGGARAADATATAR

TTGAGCCAACTCTT

Figura 36. Secuencia completa de la regién 3'UTR de c-myc de rata. En la figura se muestra u=-
secuencia de 440 pb correspondiente a la secuencia completa de la regién 3'UTR de c-myc de raz_
obtenida a partir de J]a DNAc de la linea celular PC12HB-. Con fondo gris se muestra la secuencia de
los oligonucleétidos empleados para su secuenciacién y en color rosa la sefial de poliadenilacién.

Resultado del alineamiento.

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment.

SeqA.

1 NM_012603 myc 444 2

Name

Len(ut) SeqB Name Len(nt)

Cmyc obtenida 440

Score

NM 012603myc
cmycobtenida

NM_012603myc
cmycobtenida

NM 012603myc
cmycobtenida

NM 012603myc
cmycobtenida

NM_012603myc
cmycobtenida

HM_012603myc
cmycobtenida

NM 012603myc
cmycobtenida

TAAACTGACCGGARGCTGAGGAGGAGC TGGAATCTCGAGTGTAAGGAGAACGGTTCCTTCT
=—=ACTGACCGGAAGTGAGGAGGAGCTGGAATCTCGAGTGTAAGGAGAACGGTTCCTTCT

Mk kkkkkkddkhdkhhdddkkdhdh ko dbh kb hhhthdhdrr b wdokkd

GACAGAACTTGGACTTCAAAAAATGCATGCTCAAAGCCTAACCTCACAACCTTGGCTGGE

GACAGAACTTGGACTTCAAAAAARTGCATGCTCAAAGCCTARCCTCACAACCTTGGCTGGG
L L e R L T g L R e L T 2

GCTTTGGGACTTCAGCCATAATGTTAACTGCCTCARAGTTAAGGCATAARRGAACTTTTT

GCTTTGGGACT TCAGCCATAATGTTAACTGCCTCAAAGT TAAGGCATARARGAMCTTTTT
L e e s T

TTTATGCTTCCCATCTTCTTTCTTTTITCCTTTARCAGATTTGTATTTAATTGTTTTTTTT

TTTATGCTTCCCATCTFTCTTTCTTTTTCCTTTARCAGGTTTGTATTTAATTGTTTTTTTT
Shk kR k kA kA kAR kAR A A hhhhhhhhkhhhhhs hdhhhhhhhkhhrrhhhhhhars

AAALAAATCTTCCGGTGTACATAGGGCCTTTAAATGTAAATAACTTTARTAARACGTTTA
AAARARATCTTCCGGTGTACATAGGGCCTTTARATGTAAATAACTTTAATAAAACGTTTA

XREARAAXEXRERAREXREE SRR ARRT AN R kA I A d AR TR TR AR AN

TAACAGTTATACAAGATTTTAAGACATGTATGATAAACCATAATTTTTTTTATTTAAAGA

TAACAGTTATACAAGATTTTAAGACATGTATGATAAACCATAATTTTTTT-ATTTARAGA
By T F L B R S T Y Y

CCTTTTCATTTTTARAGTTGATTTTT TTCTATTGTTTTTAGARAARATAARRTARTTGGA
CCTTTTCATTTTTAAAGTTGATTTTTTTCTATTGTTTT TAGARARAATAAARTARTTGGA

Fhkbhhdkkhhkhhkdhdrkrdrhbhthhhkhk bk hkdhdbbhhkbrrrhh kb kbbb hhhhkd
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Resultados
“Capel Lo (2 regivn 3"UTR en lo acumsulacsén del RINA mensajero de VEGF-D en célidos BC12 gue expresan constitutivemente of oucogen wat-1"

NM_012603myc AAMAATATARTTGAGCCAACTCTT 444
cmycobtenida AAAAATATAATTGAGCCAACTCTT 440

drkhdddhkhdddrhkhkddh ik

Figura 37. Alineamiento de 1a regién 3'UTR de c-mye de rata obtenida y la regién 3IUTR de c-myc
con niimero de acceso NM_012603. En la figura se muestra un alineamiento de la secuencia obtenida
para la regién 3'UTR de c-myc de rata con la secuencia reportada en el banco de genes con mimero de
acceso NM_012603. En color rojo se resaltan las diferencias encontradas durante el alineamiento.
Pueden observarse un cambio nucleotidico (G/A) en la posicién 214 respecto al codén de término de la
traduccién y una delecién de 1 nucleétido (T) en la posicién 345.

d. Regién 3'UTR de f-actina de rata.

Secuencia completa:

GCGGACTGTTACTGAGCTGCGTTTTACACCCTTTCTTTGACAAAACCTAACTTGCGCAGARRARAARATGA
GACATTTGGCATGGCTTTATTGTTTTTTTGTTTTTTGTTTTTGTTTTTTTAAATTTTTTTTTTAARAAGGT
TTTTTTTTTGTTTTGTTTTGGCGCCTTTGACTCAGGATT TAAAAACTGGAACGGTGAAGGCGACCGCAGTT
GGTTGGAGCAAACATCCCCCAAAGTTCTACAATGTGGCTGAGGACTTTGAT TGTACATTGTTTTTTGTTTT
TGGTTTTTTTAATAGTCACTCCAAGTATCCACGGCATAGATGGTTACAGGAAGTCCCTCACCCTCCCARAAA
GCCACCCCCARACTCCTAAGGGGAGGATGGCTGCATCCATGCCCTGAGTCCACACCGGGGAAGGTGACAGCA
TTGCTTCTGTGTAARATTATGTACTGCARACATTTTTTTARATCTTCCGCCTTAATACTTCATTTTTGTTTT
TAATTTCTGAATGGTCAGCCATTGTGGCCTGCCCCTTTTTTTGTCCCCCCAACTTGATGTATGAAGGCTTT
GGTCTCCCTGGGAGTGGTTTGAGGTGTTGAGGCAGCCAGGGCTGGCCTGTAACTGACGTGAGACCGTTTTA
ATAARAGTGCACACCTTA

Figura 38. Secuencia completa de la regién 3UTR f actina de rata. En la figura se muestra una
~acuencia de 657 ob correspondiente a la secuencia de la regién 3'UTR de f-actina de rata, obtenida a
partir de la DNAc de la linea celular PC12HB*. Con fondo gris se muestra Ja secuencia de los
oligonucleétidos empleados para su secuenciacién, en color rojo las diferencias nucleotidicas
encontradas en el alineamiento con la secuencia V01217 reportada en el banco de genes; y en color
rosa la seiial de poliadenilaci6n.

Resultado del alineamiento:

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment.

SeqA Name Len(nt) SeqB Name Len(nt) Score
1 ViN1217secrep 778 2 b-act obtenida 657 9

V0l217secrep GCAAATGCTTCTAGGCGGACTGTTACTGAGCTGCGTTTTACACCCTTTCTTTGACAAAAC 60
b-actobtenida @ - -——————==——-—- GCGGACTGTTACTGAGCTGCGTTTTACACCCTTTCTTTGACAAAAC 46

Kkhhdhddhh bk kb drhddhrrddd bbbk rdkdhdhbdbdkdi

V01217secrep CTAACTTGCGCAGAARARAAARATGAGACATTTGGCATGGCTTTATTGTTTTTTTGTTTT 120
b-actobtenida CTAACTTGCGCAGAAAARAAAR-TGAGACATTTGGCATGGCTTTATTGTTTTTTTGTTTT 105

hhkkrRrhhkrkthhkhkhhhkhdh hhkthkhkbtrhkrhrhkhkthhithhkhkhhhkhkhrhrhrdrthrhbthxd



Resultados

“Papel de la regitn 3 "UTR en [z acumulncién def RNA mensaj

v01217secrep
b-actobtenida

v01217secrep
b-actobtenida

v0l217secrep
b-actobtenida

Vv(il217secrep
b-actobtenida

V0l217secrep
b-actobtenida

V01217secrep
b-actobtenida

v01217secrep
b-actobtenida

V(1217secrep
b-actobtenida

V01217secrep
b-actobtenida

V01217secrep
b-actobtenida

v0l217secrep
p-actoptenida

TTGTTTTTGT T TITITTAAATTTTTTTTTTARAAAGGTTTTTTTTTTTTGTTTTGTTTTG
TTGTTTTTGTTTTTTT-AAATTTTTTTT TTAAAAAGGTTTTTTTTIT~~GTTTIGTTTTG

AR TREIRREIANEAANY KXk kAT hhhkhkhrhhhkhkkhhkirhkiid Ak krkkRehk

GCGCTTTTGACTCAAGGATTTAAARACTGGARCGGTGAAGGCGACCGCAGTTGGTTGGAG
GCGCCTTTGACTCA-GGATTTAAAAACTGGAACGGTGAAGGCGACCGCAGTTGGTTGGAG

wdkd hkkhkkhwk AhhEhhRr Nk Ak kh kA bk kkkdhhh kb rhkhhhhrhkhdt

CAAARCATCCCCCAAAGTTCTACAATGTGGCTGAGGACTTTGATTGTACATTGTTTTTTGT
CAAACATCCCCCARAGTTCTACAATGTGGCTGAGGACTTTGATTGTACATTGTTYTTTGT

(XS LSS LR AL R LR ERE L s Rl ettt st X L RRd

TTTTGGTTTTTTTAATAGTCACTCCRAAGTATCCACGGCATAGATGGTTACAGGAAGTCCC
TTTTGGTTTTTTTAATAGTCACTCCAAGTATCCACGGCATAGATGGTTACAGGAAGTCCC

e de ke de e de e de vk e I ok e e e o e e e e e e s e e ol v vl e o o e ol e o o o o el W e e e e e i ek ke e

TCACCCTCCCAARAGCCACCCCCAACTCCTAAGGGGAGGATGGCTGCATCCATGCCCTGA
TCACCCTCCCAARAGUCACCCCCARCTCCTARGGGGAGGATGGCTGCATCCATGCCCTGA

Ekk bkt hhhdkr kb hrdddkhehdhiedrdrdthdrrrdrdbdrtdrrhrdidiid

GTCCACACCGGG-AAGGTGACAGCATTGCT TCTGTGTAAATTATGTACTTGCARACATTT
GTCCACACCGGGGAAGGTGACAGCATTGCTTCTGTGTARATTATGTACT ~GCARACATTT

drdkdkdrkhkkdrdrkdrdr Tkhkkdkrkrkhkdkkkhdrkddkhk kbR hhhkdbdrht kkdkdrkkkkirr

TTTTAAATCTTCCGCCTTAATACTTCATTTTTGTTTTTAATTTCTGAATGGTCAGCCATT
TTTTAAATCTTCCGCCTTAATACTTCATTTTTGTTTTTAATTTCTGAATGGTCAGCCATT

ThkkkhkkkE Rtk kkrrx kA A AR TN IR AE XXk AR Ihh kA A kAN ket b b kdrkd

CGTGGCCTGCCCCTTTTTTTTGTCCCCCCARCTTGATGTATGAAGGCTTTGGTCTCCCTG

=-GTGGCCTGCCCCTTTTTTT-GTCCCCCCAACTTGATGTATGAAGGCTTTGGTCTCCCTG
L T T e T S T T L 2 e

GGAGTGGTTTGAGGTGTTGAGGC-GCCAGGGCTGGCCTGTACACTGACGTGAGACCGTTT
GGAGTGGTTTGAGGTGTTGAGGCAGCCAGGGCTGGCCTGTA-ACTGACGTGAGACCGTTT

dEkAhhkhkkhhkhhhhhkhkhhkihkhkohh kkkrhhkhhhhhhrhhdt khkhkhdehhahdhhhkhdt

TAATAARAGTGCACACCTTACARACAAGTTTGTGGCTCTGTGGCTTCTACTGGGTGTGGE
TAATAAARAGTGCACACCTTA-- -

o ke o e ok o e e ol ok o o o e ek ke e

GAGCAGGCTGGGTGGGTGTGNARCTCCACGTGGGGGAGGEGCAATTTAGEGT GGGLTGGC

T — e . o . e S e o e e o - W S

de VEGF-D en chiulas PCIZ que expresan constitutivaments of oncogen wat-17
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Figura 39. Alineamiento de las regiones 3UTR f-actina de rata (obtenida y reportada). Alineamento
de la secuencia obtenida para la regién 3'UTR de f-actina de rata con la secuencia reportada en &l
banco de genes con numero de acceso V01217. En color rojo se resaltan las diferencias encontradas
durante el alineamiento. Pueden observarse 7 deleciones de un nucleétido cada una, la insercién de
una A en la posicién 599 y un cambio nucleotidico (T/C) en la posicién 164.

Una vez confirmadas las secuencias de los vectores, se realizaron medianas escalas para la

obtenciéon de cantidades suficientes de cada vector con fines de transfeccién. EL DNAp

obtenido de esta manera fue cuantificado por espectrofotometria de absorcién ultravioleta-

visible, estableciendo como criterio de pureza una relacién 260/280 > 1.8.
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Resultados
“Papel dz ls regidn I VTR en La acemulacsin def RNA wensapero de VEGF-D en cilulas BCL2 que expresan constizutivamente of oncogen wiat-1 "

v" Determinacién del efecto de la regién 3'UTR de VEGF-D sobre la expresién de luciferasa
en las lineas celulares PC12-wnt1,PC12-HB* y PC12 HB-.

1. Ensayos de Transfeccién.

Los pldsmidos que se incluyeron en los ensayos de transfeccién son los plasmidos pMF2-
3UTRDm, pMF3-3UTRDh pMF6-3UTRDi1l, debido a que con dichos plismidos, puede
establecerse el efecto de wntl sobre la actividad del reportero y por lo tanto sobre la regién

JUTR contenida en cada uno de ellos.

Con la finalidad de observar el comportamiento de la regién 3'UTR de VEGF-D corta en las 3
lineas celulares se incluyé el plasmido pMF1-3UTRDrc dentro del analisis.

a). pMF1-3UTRDrc (Regién 3'UTR corta de VEGF-D de rata).

En los ensayos de co-transfeccién de las lineas celulares PC12 wntl, PC12HB+ y PC12HB-
con los vectores pMF1-3UTRDrc/pRL-CMV se encontré que los niveles de actividad de
Luciferasa (normalizados con los niveles de actividad del reportero Renilla), en la linea
celular PC12HB, fueron ligeramente menores que en las lineas celulares que expresan
constitutivamente el oncogen wztl; sin embargo debido a que los valores de la ¢ calculada
son menores que los valores de la r tabulada para ambos casos, esta diferencia no es

estadisticamente significativa (figura 40).
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“Pupel dz [z regitn 3"UTR en Is acomulacién del ®&NA mensayero de VEGFD en céfidas 12 gue expresan constitutivamente ef oncogen wnt-1"
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Figura 40. Efecto de la regién 3'UTR corta de VEGF-D de rata sobre la expresién de Luciferasa. En la
grafica se muestran los niveles de actividad de luciferasa obtenidos en los ensayos de co-transfeccién
con los plasmidos pMF1-3UTRDrc/pCMVRenilla (regién 3'UTR corta de VEGF-D de rata) en cada
una de las lineas celulares. En la tabla se muestran los valores de t calculados para cada uno de los
experimentos. Las variaciones en la actividad del reportero obtenidas en las diferentes lineas celulares
para este vector no fueron significantes.

b). pMF2-3UTRDm (Regién 3'UTR de VEGF-D de ratén).

Para el caso de los ensayos de co-transfeccién con los vectores pMF2-3UTRDm/pRL-CMYV,
se encontrd que los niveles de actividad de Luciferasa, en la linea celular PC12HB:, fueron
considerablemente mayores, que en las lineas celulares que expresan constitutivamente el
oncogen wintl; esta diferencia es estadisticamente significativa, con valores de t calculados

para ambos casos, superiores a los valores de t tabulados (figura 41).
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Figura 41. Efecto de de 1a regién 3'UTR de VEGF-D de ratén sobre la expresién de Luciferasa. En la
grafica se muestran los niveles de actividad de luciferasa obtenidos en los ensayos de co-transfeccién
con los plismidos pMF2-3UTRDm/pCMVRenilla (regién 3UTR de VEGF-D de rat6n) en cada una
de las lineas celulares. En la tabla se muestran los valores de t calculados para cada uno de los
experimentos. Las variaciones en la actividad del reportero obtenidas en las diferentes lineas celulares
para este vector fueron estadisticamente significativas.

¢). pMF3-3UTRDh (Regién 3'UTR de VEGF-D de humano).

De la misma manera que para pMF2-3UTRDm, en los ensayos de co-transfeccién con pMF3;
3UTRDhL/pRL-CMV, se encontté que los niveles de actividad de Luciferasa en la linea
celular PC12HB- fueron considerablemente mayores que en las lfneas celulares que expresan
constitutivamente el oncogen wantl: esta diferencia es estadisticamente significativa, con

valores de t calculados para ambos casos, superiores a los valores de t tabulados (figura 42).
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Figura 42. Efecto de de la regién 3'UTR de VEGF-D de humano sobre la expresién de Luciferasa. En
la grifica se muestran los niveles de actividad de luciferasa obtenidos en los ensayos de co-transfeccién
con los plismidos pMF3-3UTRDh/pCMVRenilla (regién 3'UTR de VEGF-D de humano) en cada una
de las lineas celulares. En la tabla se muestran los valores de t calculados para cada uno de los
experimentos. Las variaciones en la actividad del reportero obtenidas en las diferentes lineas celulares
para este vector fueron estadisticamente significativas.

d). pMF6-3UTRD1l (Regién 3'UTR larga de VEGF-D de rata, obtenida a partir de DNAc de
células PC12wnt1).

Para el caso de pMF6 se encontré que los niveles de actividad de Luciferasa en las lineas
celulares que expresan constitutivamente el oncogen wntl, son mayores que en la linea
celular PC12HB; esta diferencia es estadisticamente significativa, con valores de t

calculados, superiores a los valores de t tabulados (figura 43).
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Figura 43. Efecto de la regién 3'UTR larga de VEGF-D de rata sobre la expresion de Luciferasa. En la
grafica se muestran los niveles de actividad de luciferasa obtenidos en los ensayos de co-transfeccién
con los plésmidos pMF6-3UTRDrl/pCMVRenilla (regién 3'UTR larga de VEGF-D de rata) en cada
una de las lineas celulares. En la tabla se muestran los valores de t calculados para cada uno de los
experimentos. Las variaciones en la actividad del reportero obtenidas en las diferentes lineas celulares
para este vector fueron estadisticamente significativas.

€). Comparacién de los niveles de actividad de Luciferasa de las regiones 3'UTR de VEGF-D
de rata (regién larga), ratén y humano.

Se encontré que los niveles de actividad de Luciferasa de vectores de expresion que
contienen las regiones 3'UTR de VEGF-D de rata en las lineas celulares que expresan
constitutivamente el oncogen wnzl, son mayores que los encontrados para las regiones
3'UTR de VEGF-D de ratén y de humano; por otro lado la actividad del reportero de dichos
vectores en la linea celular HB- (ausencia de expresién de wntl), son menores que los

encontrados para las regiones 3’'UTR de VEGF-D de ratén y de humano. En ambos casos esta
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diferencia es estadisticamente significativa con valores de t calculados superiores a los

valores de t tabulados (figura 44).
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Figura 44. Comparacién de los niveles de actividad de Laciferasa de las regiones 3'UTR de VEGF-D
de rata (regién larga), ratén y humano en el sistema celular PC12. En la grifica se muestran los
niveles de actividad de luciferasa obtenidos en los ensayos de transfeccién para los plésmidos pMF2-
3UTRDm (3’'UTR VEGF-D de ratén), pMF3-3UTRDh (3'UTR VEGF-D de humano)y pMF6-3UTRDrl
(3'UTR larga de VEGF-D de de rata) en cada linea celular. Los niveles de actividad del reportero para
el caso de la regién 3UTR de VEGF-D de ratén y de humano en las lineas celulares PC12HB* y PC12
HB- fueron significativos en comparacion con los niveles de actividad del reportero ligado a la regién

3'UTR larga de VEGF-D de rata.
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CAPITULOV.

DISCUSION

En este estudio se pudo corroborar que en células PC12 que expresan constitutivamente el
oncogen wntl, los niveles de expresién del gen RET son mayores que en ausencia de
sefializacién por wntl en que los niveles de expresion permanecen bajos. Este dato concuerda
con lo reportado para RET por Zeng y cols (1996); por lo tanto se confirma, que la induccién
de RET depende de la expresidn continua de wntl en este sistema celular. Por otro lado la
expresion de wntl incrementa los niveles de expresién de NEU y dichos niveles permanecen
sin cambio una vez que wntl deja de ser expresado (PC12HB-). Al igual que para RET, estos

resultados coinciden con los datos reportados en la literatura®.

Estd bien establecido que c-myc es un blanco transcripcional de la via wat?, por lo tanto los
altos niveles de expresién encontrados en presencia de sefializacién por wntl para este gen
concuerdan con ese hallazgo. Alternativamente se observé que los niveles de expresién de c-

myc, disminuyen en un 30% una vez que wntl ya no es expresado (linea celular PC12HB").

En el sitema PC12, la expresién incrementada de VEGF-D de aproximadamente 3 veces en la
linea celular que expresa constitutivamente wntl, concuerda con los resultados de
laboratorio encontrados por el Dr. Francisco Veldzquez (datos no publicados) y contrastan
con los datos reportados por Orlandini y cols (2003), donde observan que la fi-catenina
contribuye a la degradacién del mensajero de VEGF-D en células tipo 3T3 de fibroblastos de
rat6n. Esta controversia en los resultados puede ser explicada por la presencia de una regién
rica en citosinas y timinas (17 repetidos CT’s) y al menos 4 elementos (CCTCC) de accién en
cis tipicos de las regiones ricas en citosinas presentes en la regién 3'UTR del RNAm de
VEGF-D de rata, pero ausentes en la regién 3’UTR de VEGF-D de humano y de ratén. Estas
regiones ricas en citosinas han sido descritas como elementos estabilizadores en la regién

3UTR de la o2-globina humana*®, donde mediante un andlisis mutacional, Wang y cols
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(1995) identifican tres regiones ricas en citosinas que son requeridas para la longevidad del
RNAm de la o2- globina humana, todas ellas localizadas en su regién 3'UTR*. Existen
proteinas tales como las PCBP’s que se unen a regiones poli (C) y que ejercen un efecto

estabilizador sobre los mensajeros blanco™.

La regién 3’'UTR de VEGF-D de rata, ademds de ser rica en CU’s posee 6 elementos ARE tipo
I contrastando con un solo ARE reportado para el caso de la regién 3'UTR de VEGF-D de
ratén y 2 en la de humano, respectivamente?, A pesar que los elementos ricos en adeninas y
uracilos (ARE) inicialmente fueron descritos como elementos desestabilizadores del RNAm,
existen proteinas como algunos miembros de la familia Hu (homdlogas a la proteina ELAV en
Drosophila), que estabilizan los RNAs mensajeros que contienen AREs después de su
desadenilacién. Es bien sabido que la sobreexpresién de HuR ocasiona la acumulacién de los
RNAs mensajeros blanco®; por ejemplo en el caso del RNAm de VEGF-A, HuR es capaz de
unirse a un elemento ARE tipo III encontrado en su region 3'UTR, favoreciendo con esto su
estabilizacién en condiciones de hipoxia®. Con base en esta observacién, es importante
determinar la funcién de los elementos ARE tipo I encontrados en la regién 3'UTR de VEGF-
D de rata y que estan ausentes en la regién 3'UTR de VEGF-D de humano y de ratén, ya que
esto proveeria informacién importante acerca de los mecanismos involucrados en el

recambio del RNAm de VEGF-D, en el sistema celular PC12.

La hipétesis de la contribucién de las repeticiones CT’s en la acumulacién del mensajero de
VEGF-D de rata; también es apoyada por los resultados obtenidos mediante ensayos de
actividad de luciferasa, en los cuales se encontraron niveles altos en la actividad del reportero
ligado a la region 3IUTR de VEGF-D de rata en las lineas celulares que expresan
continuamente wntl. Estos niveles elevados obtenidos para la regién 3'UTR de VEGF-D de
rata contrastan con los niveles de actividad bajos obtenidos para las regiones 3'UTR de
VEGF-D de ratén y humano, respectivamente, en las mismas lineas celulares. Sin embargo en
la linea celular PC12HB:- se observé un efecto inverso, en que los niveles de actividad del

reportero, ligado a Jas regiones 3’'UTR de VEGF-D de ratén y humano fueron altos, mientras
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que los obtenidos para la region JUTR de VEGF-D de rata fueron bajos. Para ambas
comparaciones se encontrd diferencia estadisticamente significativa. Interesantemente este
resultado sugiere la relacién funcional de wntl con la region 3’'UTR de VEGF-D de rata, sin

embargo se requieren estudios adicionales para establecer con certeza dicha relacién.
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CAPITULO VL

CONCLUSIONES

Los resultados de esta tesis sugieren:

L.

Que en células PC12 la via can6nica wnt regula positivamente la actividad de la
regién 3’'UTR de VEGF-D de rata, y negativamente la actividad de la region 3'UTR de
VEGF-D de rat6n y humano.

De igual manera, sugieren una relacién funcional entre la regién 3'UTR de VEGF-D
de rata y la via candnica wnt tal como fue planteado en la hipétesis al inicio de este

trabajo.
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CAPITULO VIIL

PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos en este trabajo de tesis se pueden plantear los siguientes

estudios para continuar esta linea de investigacién.

1. Ensayos de actividad con los vectores que poseen la delecién de las repeticiones de
CT’s para indagar acerca de su funcién; asf como medir la actividad de luciferasa de
aquellos que poseen las regiones 3’UTR de c-myc y B-actina (construidos durante

este trabajo de tesis).

2. Ensayos de estabilidad del RNAm para determinar si la relacién funcional de la
regién 3'UTR de VEGF-D de rata se da a este nivel.

3. Analisis in vitro de la estructura del RNA de la regién 3'UTR de VEGF-D.

4. Analisis in vitro de la relacién funcional entre proteinas que se unen a RNA

pertenecientes a distintas familias.
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